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Zur Einführung in die Thematik der Arbeit wird zunächst ein Einblick in die 
Molekularbiologie des Herpes simplex Virus-1 (HSV-1) gegeben, gefolgt von 
Erläuterungen zum herpesviralen Amplicon-System. Der dritte Teil beschäftigt sich 
in etwas knapperer Form mit den Strukturen und Funktionen des Humanen 
Papillomvirus-16 (HPV-16), dessen E7, L1 und L2-Proteine sowohl einzeln als auch 








Das Herpes simplex Virus-1 (HSV-1) ist ein humanpathogenes DNA-Virus aus der 
Familie der Herpesviridae. Dort reiht es sich in die Subfamilie der Alpha-
Herpesvirinae ein, welche sich durch ein sehr breites Wirtspektrum auszeichnet. 
Weitere wichtige Vertreter dieser Subfamilie sind unter anderem das Herpes 
simplex Virus-2 (HSV-2) (Whitley, 1996) und das Varizella zoster Virus (VZV), der 
Erreger der Windpocken (Arvin, 1996). Den a-Herpesviren ist gemeinsam, dass sie 
sich in Kultur schnell ausbreiten und in vivo außerhalb der lytischen Phase auch in 
Nervenzellen und Ganglien persistieren (Latenz). Beim Menschen verursacht HSV-1 
vor allem einen bläschenartigen Hautausschlag an der Lippe (Herpes labialis) 
welcher erstmals von Hippokrates beschrieben wurde (Roizman & Whitley, 2001); 
es gibt aber auch schwerere Verlaufsformen wie die HSV-assoziierte Enzephalitis 
oder generalisierte Manifestationen, zum Beispiel bei Neugeborenen (Herpes 
neonatorum). HSV-2 ist dagegen überwiegend für Infektionen im Genitalbereich 
verantwortlich. 
In der deutschen Bevölkerung lag 1998 die Seroprävalenz für HSV-1 bei 95% 
(Hellenbrand et al., 2001). Damit ist HSV-1 eines der am häufigsten verbreiteten 
humanpathogenen Viren. 
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1.1.2 Aufbau der Virionen 
 
Bei HSV-1 handelt es sich um ein umhülltes Virus, welches sich aus folgenden 
Bestandteilen zusammensetzt: (i) dem als „Core“ bezeichneten Nukleo-
proteinkomplex (Furlong et al., 1972), (ii) einem Ikosader-förmigen Kapsid 
bestehend aus 162 Kapsomeren, die das „Core“ umschließen (Wildy & Watson, 
1963), (iii) einer amorphen Matrix, genannt „Tegument“, die mit etwa zwanzig 
verschiedenen herpesviralen Proteinen angefüllt ist und (iv) einer als „Envelope“ 
bezeichneten äußeren Lipid-Membran, die der Wirtszelle entstammt und mit 12 
und mehr verschiedenen HSV Membran-Proteinen durchsetzt ist (Subak-Sharpe & 
Dargan, 1998). Die in der Envelope-Hülle verankerten Proteine sind mit Ausnahme 
von zweien alle glykosyliert (Subak-Sharpe & Dargan, 1998) und werden auch als 
„Spikes“ bezeichnet (Schrag et al. 1989). Das Kapsid hat einen Durchmesser von 
~125 nm und die, vor allem aus dem Hauptkapsidprotein VP5 bestehenden,  
kapsomeren Untereinheiten sind als Pentone (12 Stück) oder Hexone (150 Stück) 
organisiert (Newcomb et al., 2003). Eine elektronenmikroskopische Aufnahme von 












Abb. 1.1-1 Struktur des Herpes simplex Virus-1 
Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt das Kapsid, welches aus hexameren und pentameren 
Untereinheiten aufgebaut ist. Das virale Genom ist in dieser Aufnahme nicht zu sehen. Das Kapsid 
ist von der Hülle umgeben, die das Tegument enthält. Die in der Virushülle verankerten 
Glykoproteinspikes sind schlecht zu erkennen. Durch das Aufbrechen der Hülle bei der Aufarbeitung 
der Probe zeigt diese eine ovale Form (Linda Stannard, Department of Medical Microbiology, 
University of Capetown).  
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Das HSV-1 Genom besteht aus einer ~152 kbp langen, doppelsträngigen DNA und 
kodiert für 84 verschiedene Proteine. Sie liegt im Virion in linearisierter Form vor. 
HSV-1 weist einen GC-Gehalt von 68% und HSV-2 von 69% auf. Die DNA gliedert sich 
in zwei kovalent gebundene Segmente, die als L (long)- und S (short)-Region 
bezeichnet werden. Diese DNA-Abschnitte treten nur einmalig auf und werden von 
invertierten, zueinander homologen Sequenzen flankiert. Die 
Wiederholungseinheiten, welche die L-Region flankieren werden mit ab und b’a’ 
bezeichnet; die der S-Region mit a’c’ und ca. Das HSV-1 Genom lässt sich in 
Kurzform folgendermaßen beschreiben: 
 
                                         aLanb-UL-b’a’mc’-US-caS 
(n: direkte Sequenzwiederholung, erfolgt nie oder mehrmals; m: direkte Sequenzwiederholung, 
erfolgt einmal oder mehrmals) 
 
Dabei ist die Anzahl der Wiederholungen der a-Sequenzen zwischen dem L-S 
Bereich und am Ende der L-Region variabel. Das HSV-1 Genom liegt stets in vier 
verschiedenen, isomeren Formen vor, die sich lediglich in der Orientierung der L-
und S-Region zueinander unterscheiden. Abbildung 1.1-2 zeigt die Anordnung der 

















Abb. 1.1-2 Struktur des HSV-1 Genoms 
In A werden die L- und S-Region durch die beiden Pfeile symbolisiert. B ist eine detaillierte 
Darstellung der Struktur des HSV-1 Genoms: die einmalig vorkommenden L- und S-Regionen UL und 
US (dünne Linie) sind von den sich wiederholenden, invertierten Sequenzen flankiert (Kästchen). Die 
Buchstaben über den Kästchen bezeichnen den terminalen Bereich der a-Sequenz der L-Region (aL), 
die variable (n) Zahl an Wiederholungen der a-Sequenz, die b-Sequenz, die einmalig vorkommende 
L-Region (UL), die Wiederholungen der b-Sequenz und eine variable Zahl (m) an a-Sequenzen, die 
invertierte c-Sequenz, die einmalige Sequenz der S-Region (US) und zuletzt die terminale a-Sequenz 
der S-Region. 
L S 





1.1.3 Lebenszyklus von HSV-1 
 
Natürlicherweise erfolgt die Infektion mit HSV-1 meist schon im Kindesalter durch 
den Kontakt der Schleimhäute oder verletzter Haut mit virushaltigem 
Bläscheninhalt oder Sekreten der Mundhöhle (Whitley, 1996). Der lytische 
Infektionszyklus von HSV-1 gliedert sich in vier Stadien: (i) der Eintritt des Virus in 
die Zelle; dabei bindet das Virus durch Glykoprotein-vermittelte Rezeptor-
interaktionen an die Zelle (Adsorption) und die Hülle fusioniert in Folge mit der 
Zellmembran (Shukla & Spear, 2001; Rajcáni & Vojvodová, 1998), (ii)  Transport 
des Nukleokapsids zu den Poren der Kernmembran, (iii) Freisetzung des 
Nukleoproteinkomplexes aus dem Kapsid in den Zellkern, wo die Transkription 
stattfindet, (iv) Replikation der viralen DNA, (v) Formation der Kapside sowie 
Schneiden und Verpacken der viralen DNA in die leeren Kapside und (vi) Reifung der 
Virionen und Knospen (Budding) an der Kernmembran; dabei erhält das Virus seine 
Hülle. Die so gebildeten Virionen reichern sich im endoplasmatischen Retikulum 
(ER) an; im Golgi-Apparat finden weitere Modifikationen der Oberflächenproteine 
statt. Die Virionen werden nach Lyse der Zelle freigesetzt (Roizman & Sears in 
Fields Virology, 1996a). In vivo findet im Anschluss an die lytische Phase, die sich in 
Form von Bläschen äußert, der retrograde Transport der Virionen entlang der Axone 
zu den Ganglien statt. Dort angekommen liegt die virale DNA im Zellkern des 
Neurons in episomaler Form vor; diese Phase in der keine Replikation und 
Vermehrung des Virus stattfindet wird als Latenzphase bezeichnet (Stevens et al., 
1971). Die Reaktivierung kann durch verschiedene Faktoren wie UV-Licht, Fieber, 
physischen und psychischen Stress sowie bei immungeschwächten Personen 
auftreten. Wie das Phänomen der Latenz auf molekularer Ebene genau funktioniert 
ist noch nicht hinreichend bekannt (Whitley & Roizman, 2001).  
 
1.1.4 Replikation der viralen DNA 
 
Die virale DNA-Synthese beginnt etwa drei Stunden nach der Infektion kurz nach 
Erscheinen der b-Proteine (siehe 1.1.5) und dauert bis etwa 15 Stunden nach 
Infektion an. Circa eine halbe Stunde nach Infektion akkumuliert die virale DNA im 
Zellkern und geht von der linearen in die zirkuläre Form über. Wahrscheinlich 
spielen Rekombinationsereignisse in den terminalen Wiederholungssequenzen  
dabei eine entscheidende Rolle. Zu diesem Zeitpunkt findet noch keine Synthese 
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viraler Proteine statt (Lehmann & Boehmer, 1999). Die initiale DNA Replikation 
erfolgt nach dem Theta-Mechanismus und schaltet später auf unbekannte Weise 
zum „Rolling Circle“ Prinzip um (Boehmer & Lehmann, 1997). In vitro 
Untersuchungen an defekten Genomen sowie der Plasmid-Replikation (Deiss et al., 
1986) führten zur Favorisierung des „Rolling Circle“-Prinzips.  
Die Initiation der DNA-Synthese findet an speziellen, palindromischen Sequenzen 
statt, die als Replikationsstart (ORI) fungieren. Auf dem HSV-1 Genom existieren 
drei dieser ORIs: (i) zwei 46 Nukleotide große, identische Kopien im S-Segment 
(ORIS) und (ii) eine 144 Nukleotide große Sequenz im L-Segment, welche als ORIL 
bezeichnet wird (Knopf, 2000). Zur Replikation der viralen DNA ist ein ORI 
notwendig und ausreichend (Lognecker & Roizman, 1987). Die DNA-Synthese nach 
dem „Rolling Circle“ Prinzip erfolgt mit Hilfe des viralen Polymerase-Helicase-
Primase Komplexes (Falkenberg et al., 1998 und 2000). Dabei wird einer der DNA-
Stränge durch diesen Komplex am ORI geschnitten und das freie 3’ Ende dient als 
Primer für die Polymerase. Dieser Strang wird kontinuierlich synthetisiert, so dass 
der gegenüberliegende, parentale Strang weggeschoben wird. Vom 5’ Ende des 
Elternstrangs ausgehend wird mit Hilfe eines RNA-Primers und Okazaki-Fragmenten 
der Doppelstrang ergänzt (Replikationsgabel). Der daraus resultierende 
fortlaufende DNA-Strang, der mehrere Genomkopien enthält, wird als  
„Konkatemer“ bezeichnet (Knopf, 2000). Um die neu synthetisierte DNA in die 
Kapside verpacken zu können, wird diese zweimal an bestimmten Stellen 
geschnitten (Varmuza & Smiley, 1985). Als Signalsequenzen für das Schneiden und 
die Verpackung der DNA konnten zwei Regionen der a-Sequenz (pac1 und pac2) 
identifiziert werden, die jeweils die Enden des Genoms flankieren sowie die L- mit 
der S-Region verbinden (Mocarski & Roizman, 1982; Deiss & Frenkel, 1986; siehe 
auch Abb. 1.1-1). Die so geschnittene DNA wird nach einem Sequenz-spezifischen 
und Größen-orientierten Mechanismus in die Prokapside verpackt (Roizman & 









1.1.5 Herpesvirale Proteine 
 
Da das HSV-1-Genom 84 verschiedene Polypeptide kodiert (Whitley & Roizman, 
2001) kann aufgrund der Vielzahl an Genprodukten nur kurz auf die Einteilung der 
einzelnen Proteingruppen eingegangen werden. Ausgewählte Proteine werden 
detaillierter beschrieben. 
Honess & Roizman (1974) zeigten, dass die virusspezifischen Proteine während der 
Infektion in einer genau festgelegten, zeitlichen Reihenfolge synthetisiert werden. 
Entsprechend dem Zeitpunkt der Synthese unterscheidet man drei Hauptgruppen:  
(i) a- bzw. „immediate early (IE)“, (ii) b- bzw. „early“ und (iii) g- bzw. “late” 
Proteine. Die Produkte der “immediate-early”-Gene entstehen, unabhängig von der 
Neusynthese anderer Virusprodukte, als erste nach Infektion. Es sind fünf a-
Proteine bekannt: Infected cell protein 4 (ICP4), ICP0, ICP27, ICP22 und ICP47 
(Weir, 2001). Die Expression der IE-Gene wird durch das virale Transaktivator-
Protein VP16 kontrolliert (Batterson & Roizman, 1983). Mit Ausnahme von ICP47 
sind alle IE-Proteine Transaktivatoren, da sie die Expression der „early“- und 
„late“-Gene kontrollieren. ICP4 und ICP27 sind für die virale Replikation absolut 
essentiell (Dixon & Schaffer, 1980; DeLuca et al., 1985a; Sacks et al., 1985;  
McCarthy et al., 1989).  Das Wachstum von ICP0 Mutanten ist dagegen nur stark 
beeinträchtigt (Sacks et al., 1987). 
ICP4 ist das wichtigste regulatorische Protein, da es für die Virusreplikation 
unverzichtbar ist. Es wird für das Umschalten der a- zur b-Genexpression benötigt 
(Dixon & Schaffer, 1980; Watson et al., 1978). Daneben fungiert ICP4 als Repressor 
(O’Hare & Hayward, 1985; Michael & Roizman, 1993) oder Aktivator (DeLuca et al., 
1985b) und interagiert mit Transkriptions-Faktoren (Carrozza & DeLuca, 1996).  
ICP0 ist ein starker Transaktivator der viralen und zellulären Promotoren (Everett, 
1984) und sorgt in vivo und in vitro für effizientes Wachstum sowie Expression der 
viralen Gene (Cai et al., 1992 und 1993). Ferner wird es für die lytische Phase des 
Viruswachstums sowie für die Reaktivierung des Virus aus der latenten Phase 
benötigt (Clements & Stow, 1989; Everett, 1989; Leib et al., 1989; Cai et al., 
1993). ICP0 interagiert auch mit dem nukleären ND10, mit Komponenten des 
Transkriptions- (Lees-Miller et al., 1996) und Translationsapparates (Kawaguchi et 
al., 1997a), dem Zellzyklus (Kawaguchi et al., 1997b) und der proteolytischen 
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Maschinerie der Zelle (Everett et al., 1997). Dadurch hat ICP0 auch einen Einfluß 
auf den Zell-Metabolismus. 
ICP27 ist ebenso wie ICP4 für die Virusreplikation essentiell (Sacks et al., 1985; 
McCarthy et al., 1989). Es ist vor allem für die Regulation der Prozessierung der 
viralen und zellulären mRNAs zuständig. Ferner hat es auf die ICP4 und ICP0-
Aktivität Einfluß (Samaniego et al., 1998), schützt vor Apoptose und transportiert 
virale mRNA zwischen Zellkern und Zytoplasma hin und her (Knopf, 2000). Daneben 
trägt ICP27 auch zu einer erhöhten Expression der frühen Gene bei, wodurch sich 
die Abhängigkeit der viralen DNA-Synthese von ICP27 erklärt (Samaniego et al., 
1995; Uprichard & Knipe, 1996). 
Die b-Proteine sind zum großen Teil an der viralen DNA-Replikation beteiligt 
(Roizman & Jenkins, 1985). Es ist eine Besonderheit der Herpesviren, dass sie über 
ein eigenes Proteinrepertoire zur viralen DNA-Replikation verfügen. Mit Hilfe eines 
transienten DNA-Replikationssystems (Challberg, 1986) war es möglich sieben 
Genprodukte zu identifizieren, die im Rahmen einer „ORI“-abhängigen 
Plasmidamplifikation notwendig und ausreichend sind (McGeoch et al., 1988): (i) 
der Helicase-Primase-Komplex, bestehend aus den Genprodukten von UL5, UL8 und 
UL52, (ii) das „origin-binding“-Protein, Genprodukt von UL9, (iii) ICP8, das 
Hauptprotein zur Bindung einzelsträngiger DNA (Gen: UL29), (iv) die HSV-1 
Polymerase (Genprodukt von UL30) und (v) das vom UL42-Gen kodierte Protein,  
welches doppelsträngige DNA bindet. Eine weitere Gruppe der ß-Proteine ist vor 
allem in den Nukleinsäuremetabolismus involviert. Dazu gehören (i) die virale 
Thymidinkinase, (ii) eine Ribonukleotid-Reduktase, (iii) eine Uracil-DNA-
Glycosylase, (iv) eine dUTPase und  (v) die alkalische DNase (Roizman & Sears, 
1996; Whitley & Roizman, 2001).  
Die Expression der späten oder g-Gene startet zeitgleich mit der viralen DNA-
Replikation, währenddessen die Expression der IE-Gene rückläufig ist. Die späten 
Gene kodieren für die meisten Strukturproteine wie zum Beispiel VP5 oder VP19C 
sowie für die meisten Glykoproteine (Weir, 2001). Aber auch viele Tegument-
proteine wie VP16 (a-TIF), ein Transaktivator der IE-Genexpression werden in der 
späten Phase der Infektion gebildet. 
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Im Folgenden werden die herpesviralen Proteine VP22 und das Glykoprotein C (gC) 
genauer besprochen, da sie in der vorliegenden Arbeit als Fusionspartner des HPV-
16-E7-Modellantigens dienten (siehe auch 1.5). 
 
VP22  
VP22 ist eines der Haupttegumentproteine und das Genprodukt von UL49 (Elliott & 
Meredith, 1992). Es besteht aus 301 Aminosäuren (MG 38 kDa), ist sehr basisch, 
reich an Prolin-Resten und in infizierten Zellen stark phosphoryliert (Knopf & 
Kaerner, 1980; Elliott & O’Hare, 1997 und 1999a). In der frühen Phase der 
Infektion ist es zytoplasmatisch lokalisiert, in der späten Phase nukleär (Pomeranz 
& Blaho, 1999). Über die Funktion von VP22 wurde und wird heiß diskutiert. Elliott 
& O’Hare (1997) propagieren eine interzelluläre Transportfunktion des Proteins. Sie 
zeigten, dass VP22 aus dem Zytoplasma der infizierten Zelle in den Kern der nicht 
infizierten, benachbarten Zelle einwandern kann und dort an Chromatin bindet. 
Weitergehende Versuche von Elliott & O’Hare (1997) legten nahe, dass das Aktin-
Zytoskelett in den Transportprozess involviert ist. Die Transportfunktion von VP22 
wurde sowohl nach Transfektion als auch nach Infektion bestätigt (Elliott & 
O’Hare, 1997). Die Fusion von VP22 mit EGFP (Elliott & O’Hare, 1999b) oder mit 
dem E7-Protein von HPV-16 (Michel et al., 2002) legen nahe, dass durch Fusion 
eines beliebigen Proteins mit VP22 ein interzellulärer Transport des Fusionsproteins 
möglich ist. Inzwischen werden auch kommerzielle Systeme angeboten, die sich des 
VP22-Proteins bedienen.  
Allerdings gibt es auch widersprüchliche Meinungen zur Transportfunktion von 
VP22, die den interzellulären Transport für ein, durch die verwendete Fixierungs-
Technik der Zellen hervorgerufenes Artefakt halten (Lundberg, 2001; Lundberg et 
al., 2003). 
Eine weitere interessante Eigenschaft von VP22 ist, ebenso wie das UL47 und US11-
Protein von HSV-1, RNA zu binden (Sciortino et al, 2001). Die vom VP22-Protein 
gebundene RNA ist in der Virushülle der HSV-1 Virionen mitverpackt (Bresnahan & 
Shenk, 2000; Sciortino et al., 2001). Sciortino et al. (2002) zeigten, dass VP22 die 
RNA aus der infizierten Zelle in die nicht infizierten Zellen transportiert, wo sie 
translatiert wird. Es wäre denkbar, dass die Expression der mRNA kodierten 
Proteine in der nicht infizierten Zelle den Weg für eine erleichterte Infektion 
ebnen (Sciortino et al., 2002; Shenk, 2002).   
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Glykoprotein C (gC) 
Das Glykoprotein C von HSV-1 ist das Genprodukt von UL44. Es besteht aus 511 
Aminosäuren und hat ein theoretisches Molekulargewicht von 55 kDa, zeigt in der 
SDS-PAGE aber ein Gewicht von 120-130 kDa, was einen Hinweis auf den hohen 
Glykosylierungsgrad gibt (Kikuchi et al., 1987). Bei dem zunächst exprimierten gC 
handelt es sich um ein Vorläuferprotein (Frink et al., 1983), dessen N-terminale, 25 
Aminosäuren lange Signalsequenz (SS) (Homa et al., 1986) im Zuge der 
Translokation des Proteins am endoplasmatischen Retikulum abgespalten wird. 
Ferner enthält gC eine große N-terminale, extrazelluläre Region (453 AS), eine 
Transmembran-Domäne (TM) bestehend aus 23 Aminosäuren sowie eine kurze, C-
terminale zytoplasmatische Domäne (Homa et al., 1986). Mit Hilfe verschiedener 
monoklonaler Antikörper wurden zwei Antigenische-Regionen, I und II zugeordnet: 
die Antigenische Region I (Aminosäure 307-373) enthält drei, die Antigenische 
Region II (Aminosäure 129-247) sechs Epitope (Marlin et al., 1985). Wie schon zuvor 
erwähnt, ist gC sehr stark glykosyliert. Neben der N-Glykosylierung verfügt es auch 
über eine große Zahl an O-glykosidischen Bindungen (Biller et al., 2000). Durch 
Entfernung von Monosacchariden aus gC zeigte sich, dass die Zuckerreste zwar 
nicht direkt an der antigenischen Reaktion beteiligt sind, aber zur korrekten 
Formation der Antigenischen Region II benötigt werden (Sjoblom et al., 1987). 
Während der Infektion tritt gC mit Heparansulfatmolekülen auf der Zelloberfläche 
in Wechselwirkung und vermittelt so die Adsorption des Virus an die Zelle 
(Mårdberg et al., 2002). Allerdings ist gC für die Infektion in vitro nicht unbedingt 
erforderlich, so dass sich gC für Insertionen von Fremdproteinen und damit zum 
Protein-Targeting eignet. gC defiziente Mutanten weisen lediglich eine verminderte 
Infektiosität auf (Herold et al., 1991; Shukla & Spear, 2001). 
Eine weitere wichtige und interessante Eigenschaft dieses Glykoproteins ist die 
Bindung des Komplementfaktors C3b (siehe auch 1.3.3). Damit wird das Virus 
zumindest teilweise der unspezifischen humoralen Immunantwort entzogen 
(Kostavasili et al., 1997; Lubinski et al., 2002). Den Einfluss von gC auf die 
Immunantwort verdeutlichen tierexperimentelle Untersuchungen die zeigten, dass 
gC-defiziente Virusmutanten im Vergleich zum Wildtyp-Virus weniger virulent sind, 
da sie dem Immunsystem nicht so leicht entkommen können (Judson et al., 2003).  
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1.2 Herpesvirale Amplicon-Vektoren 
 
1.2.1 Allgemeines zum Einsatz viraler Vektoren 
 
In den letzten 10-15 Jahren gewann die Gentherapie zunehmend an Bedeutung. Sie 
kann zum Beispiel der Heilung von Krebs oder von Stoffwechselerkrankungen 
dienen, aber auch zur Immunisierung gegen Erreger wie HIV, HPV oder HBV 
eingesetzt werden.  Die dafür benötigte genetische Information wird in Form von 
DNA in den Organismus eingebracht. Dazu gibt es zwei Möglichkeiten des 
Gentransfers: (i) das direkte Einbringen der DNA in den Körper (in vivo) oder (ii) 
das Einschleusen in Körperzellen außerhalb des Körpers (ex vivo). Dafür stehen 
virale und nicht virale Transportsysteme zur Verfügung, sogenannte Vektoren. Zu 
den nicht viralen Transportsystemen werden chemische, wie Liposomen, und 
physikalische, wie Mikroinjektion oder die „gene gun“ gezählt (Kayser & Kiderlen, 
2003). Den Gentransfer mit viralen Vektoren bezeichnet man als Transduktion, den 
nicht viraler Art als Transfektion.  
 
Zuerst einmal stellt sich natürlich die Frage welche Anforderungen ein optimales 
Vektorsystem erfüllen sollte. Hierzu wären zu nennen: (i) ein selektiver 
Gentransfer in die Zielzellen, (ii) eine stabile und regulierbare Genexpression, (iii) 
eine geringe Toxizität, (iv) eine ausreichend große Aufnahmekapazität für 





Die von HSV, insbesondere von HSV-1, abgeleiteten Vektoren sind drei Klassen 
zuzuordnen: (i) den „helferfreien“ Amplicon-Vektoren, (ii) den Replikations-
defizienten Virusmutanten oder (iii) den Replikations-kompetenten Vektoren, die 
nach genetischer Manipulation nur noch über ein eingeschränktes Wirtsspektrum 
verfügen (Roizman, 1996b). Mögliche Anwendungsgebiete sind (i) der Transport und 
die Expression humaner Gene im Zentralen Nervensystem (ZNS), (ii) die selektive 
Zerstörung von Krebszellen und (iii)  die Infektions-Prophylaxe gegen HSV oder 
andere infektiöse Agenzien (Roizman, 1996b). Um die gewünschten Eigenschaften 
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in den Vordergrund zu rücken, ist für jede Anwendung ein anders abgestimmter 
Vektor nötig. 
Die Vorteile herpesviraler Vektoren bestehen in (i) ihrem breiten Wirtsspektrum, 
(ii) ihrer hohen Infektiosität, (iii) ihrer enormen Transgenkapazität (Burton et al., 
2001), (iv) der hohen Ausbeute an Vektor und (iv) der guten „Verträglichkeit“ des 
Virus. Letztere spiegelt sich in der hohen Seroprävalenz der Bevölkerung (95%) 
(Hellenbrand et al., 2001) ohne häufiges Auftreten schwerwiegender HSV-1-
Infektionen wider. Ein weiterer wichtiger Faktor ist, dass das HSV-1 Genom nicht in 
das Genom der Wirtszelle integriert. In der Latenzphase persistiert die virale DNA 
im Zellkern der Neuronen in episomaler Form, so dass die genetische Information 
des Virus erhalten bleibt. Dies kann, ebenso wie das breite Wirtsspektrum, je nach 
Indikation auch von Nachteil sein (Kay et al., 2001; Thomas et al., 2003).  
Der sich anschließende Abschnitt soll einen tieferen Einblick in die Funktionsweise 
des Amplicon-Systems sowie die Gewinnung von Amplicon-Vektoren geben. 
 
1.2.3 Die Komponenten des Amplicon-Systems 
 
Das Amplicon-System besteht aus einem Amplicon-Plasmid, welches das Transgen 
trägt, sowie einer, das Plasmid „verpackenden Einheit“. Bei Letzterer handelt es 
sich entweder um ein Helfervirus oder ein HSV-1 Bakterielles Artifizielles 
Chromosom (BAC), welche die zur Verpackung benötigten Funktionen in trans zur 
Verfügung stellen.  
Amplicon-Plasmide sind schon seit vielen Jahren bekannt (Spaete & Frenkel, 1982). 
Zur Propagation von Amplicons sind zwei Funktionen in cis erforderlich: (i) ein 
viraler Replikationsstartpunkt (ORI) und die zur Verpackung in HSV-1 benötigte a-
Sequenz (Spaete & Frenkel, 1985). Meist sind noch Elemente enthalten, welche die 
Propagation in Bakterien ermöglichen. Das in dieser Arbeit verwendete Amplicon-
Plasmid ist eine erweiterte und modifizierte Version dieser ursprünglichen 
Amplicon-Vektoren (Abb. 1.2-1). Das Amplicon-Plasmid repliziert nach dem 
„Rolling Circle“-Prinzip (Abb. 1.2-2; siehe auch 1.1.4). Das dabei entstehende 
Amplicon-Konkatemer wird in die Virushülle von HSV-1 verpackt. Replikation und 
Verpackung der Amplicon-DNA sowie die Reifung der Virionen entspricht der von 
defekten Genomen in HSV-1 infizierten Zellen. Die resultierenden Virionen werden 
im Folgenden nur noch als Amplicon-Vektoren oder einfach Amplicons bezeichnet. 
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Diese sind deutlich von dem Amplicon-Plasmid zu unterscheiden. Die durch das 
Amplicon-Konkatemer kodierte genetische Information gelangt durch Infektion mit 
Amplicons in die Zielzelle und wird dort exprimiert.  
Amplicon-Vektoren können je nach Indikation von der Immunisierung, zum Beispiel 
gegen HIV-1 (Hocknell et al., 2002) bis hin zur Anwendung im ZNS (Olschowka et 












Abb. 1.2-1 Das pA-EUA2 Amplicon-Plasmid. 
Das pA-EUA2-Amplicon-Plasmid enthält einen bakteriellen colE1-Origin (hellgrün), ein bla-Gen für 
die Ampicillin-Resistenz (rot), ein EGFP-Markergen (rot), welches vom viralen IE4-Promotor 
getrieben und mittels des PolyA-Signals des Rinder Wachstumshormons (BGH; grau) polyadenyliert 
wird. Die Insertionsstelle für das Transgen ist mit einem Pfeil markiert. Das gewünschte Transgen 
wird vom HCMV-Promotor (braun) kontrolliert und durch das SV40-PolyA-Signal (grau) 
polyadenyliert. Die a-Sequenz (gelb) ist von Sequenzen der angrenzenden b’ und c’-Region (beide 
hellblau) des HSV-1 Genoms flankiert.  
 
Der Vorteil der Amplicon-Vektoren liegt in einer Verpackungskapazität von 
theoretisch bis zu 150 kbp +/- 10% DNA (Saeki et al., 2001). Im Vergleich dazu 
können rekombinante HSV-1 Vektoren nur ~30 kbp (Kay et al., 2001) aufnehmen 
und erreichen damit auch nur ein Fünftel der Kapazität eines Amplicons. Die 
konkatemere Struktur der Amplicon-DNA ermöglicht es, eine Vielzahl an DNA-
Kopien oder eine sehr große genetische Information, nämlich bis zu 152 kbp, 
entsprechend der Größe des viralen Genoms zu verpacken (Abb. 1.2-2). Ferner 
reduziert ein Minimum an viralen Sequenzen im Vektor das Risiko für 
unvorhersehbare Reaktionen in vivo wie (i) Rekombinationsereignisse mit Wildtyp-























für das Transgen 
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Wie schon zuvor erwähnt gibt es zwei Möglichkeiten der Verpackung: (i) mit 




























Abb. 1.2-2 Replikation und Verpackung am Beispiel eines 15 kbp großen Amplicon-Plasmides  
Nachdem die Amplicon-DNA gemäß dem „Rolling Circle“-Prinzip repliziert wurde, wird sie mittels 
einer Terminase in der a-Sequenz geschnitten, so dass DNA-Moleküle entstehen, welche annähernd 
die Größe des nativen HSV-Genoms haben. Diese DNA-Moleküle enthalten mehrere Kopien der 
gleichen DNA-Einheit, symbolisiert durch einen roten Pfeil oder Strich. Nach Verpackung der 
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1.2.4 Verpackung durch Helferviren 
 
Die Verpackung der Amplicon-Genome erfolgte im Rahmen des EUROAMP-Projektes, 
eines europäischen Netzwerkes zur Optimierung von Amplicon-Vektoren zu 
Vakzinierungszwecken. Die hierfür verwendeten zwei HSV-1 Helferviren basieren 
auf den Arbeiten von Logvinoff & Epstein (2000a, 2000b und 2001) sowie Zaupa et 
al. (2003).  
Beide Helferviren machen sich das Cre/loxP-Rekombinationssystem des 
Bakteriophagen P1 zunutze. Es ist ein häufig eingesetztes Werkzeug zur Erzeugung 
von DNA-Deletionen und Insertionen und findet sehr häufig zur Generierung von 
„knock-out“ Tieren Verwendung. Ein zu entfernendes Gen wird durch Einfügen 
zweier flankierender, parallel orientierter loxP-Sequenzen (34 bp) markiert. Dies 
wird auch als floxen bezeichnet. Die loxP-Sequenzen werden von dem Enzym Cre-
Rekombinase (38 kDa) erkannt, welches die Rekombination vermittelt und zur 
Deletion des flankierten Gens führt. Dieser Vorgang ist inzwischen sehr genau 
untersucht und gut verstanden worden (Gopaul et al., 1998; Guo et al., 1999).    
Das HSV-1 LaL-Virus wurde durch homologe Rekombination von fünf, mit PacI 
geschnittenen Cosmiden, welche das komplette HSV-1 Genom mit Ausnahme der a-
Sequenzen enthielt, dargestellt (Cunningham & Davison, 1993; Logvinoff & Epstein, 
2000b). Damit das Genom dennoch verpackt werden konnte wurde in das für gC 
kodierende UL44-Gen eine a-Sequenz eingefügt. Da gC für die Virusreplikation nicht 
essentiell ist, entstand ein funktionsfähiges Virion. Das inserierte Verpackungssignal 
(siehe auch 1.1.4) ist von zwei parallel orientierten loxP-Regionen umgeben, so 
dass die a-Sequenz mit Hilfe von Cre-Rekombinase deletiert werden kann 
(Logvinoff & Epstein, 2000b).  
Während der Erstellung dieser Arbeit fand eine Verbesserung des HSV-1 LaL Virus 
statt. Zusätzlich zu der im UL44-Gen schon enthaltenen, gefloxten a-Sequenz 
wurden alle Kopien der ICP4- und ICP34.5-Gene deletiert. Das resultierende Virus 
trägt den Namen HSV-1 LaLDJ (Zaupa et al., 2003). Wie schon unter 1.1.5 
besprochen, ist das ICP4-Protein für die virale Replikation absolut essentiell, da 
ohne ICP4 keine DNA-Replikation stattfinden kann. Das Entfernen des ICP34.5-Gens, 
welches auch als Neurovirulenzgen bezeichnet wird und für die Verbreitung des 
Virus in den Neuronen verantwortlich ist, stellt eine zusätzliche Sicherheit dar; für 
das Wachstum in Kultur ist es nicht notwendig (Chou et al., 1990; Andreansky et 
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al., 1996). Somit kann selbst nach Applikation einer, mit HSV-1 LaLDJ 
kontaminierten Amplicon-Lösung keine Replikation und keine neuronale 
Ausbreitung des Helfervirus stattfinden. HSV-1 LaL kann dagegen auf jeder 
permissiven Zelllinie wachsen und stellt als Kontamination somit einen deutlich 
größeren Risikofaktor dar.  
Die Verpackung mit HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ  erfolgt nach dem gleichen Schema. 
Es werden lediglich die jeweiligen, den Bedürfnissen des Helfervirus angepassten 




















Abb. 1.2-3 Gewinnung von Amplicon-Vektoren durch Verpackung mit Helfervirus 
A: BHK21-Zellen oder ICP4 exprimierende BHK-CINA6-Zellen werden mit dem Amplicon-Plasmid 
transfiziert und mit Helfervirus überinfiziert. Daraus resultiert eine gemischte Virusstammlösung 
bestehend aus Helfervirus und Amplicon-Vektor. B: Nach Titration des Virusgemisches werden Cre-
Rekombinase exprimierende Zellen infiziert. Nach Ernte der infizierten, Cre-exprimierenden 
Zelllinie wird eine Amplicon-enthaltende Virusstammlösung gewonnen. Die virale DNA wurde nicht 



































Virionen und Helfervirus 
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Zur Verpackung wird die jeweilige BHK21-Zelllinie mit dem Amplicon-Plasmid 
transfiziert und am darauffolgenden Tag mit Helfervirus überinfiziert. Die bei der 
Replikation entstehenden Amplicon-Konkatemere und die virale DNA werden mit 
Hilfe des Helfervirus verpackt. Nach Virusernte enthält die Lösung sowohl 
Amplicons als auch Helferviren. Zur Anreicherung und Reinigung der Amplicons 
werden Cre-Rekombinase exprimierende Zelllinien mit dem Gemisch infiziert. 
Dabei wird die a-Sequenz der Helfervirus-DNA deletiert, so dass diese nicht mehr 
verpackt werden kann. Die konkatemere Plasmid-DNA wird dagegen korrekt 
geschnitten und verpackt. Die Amplicons werden aus den Cre-Zellen gewonnen und 
die Virusstammlösung anschließend titriert. Die Verpackung gemäß der Methode 
nach Logvinoff & Epstein (2001; siehe auch 2.6.2.2) ist in Abbildung 1.2-3 
dargestellt. 
 
1.2.5 Verpackung mit HSV-1 BAC 
 
Die zur Verpackung des Amplicon-Plasmides benötigten viralen Helferfunktionen 
können außer von rekombinanten HSV-1 Viren (Logvinoff & Epstein, 2000a, 2000b 
und 2001) auch durch eine Kotransfektion mit HSV-1 BAC (Gage et al., 1992; 
Horsburgh et al., 1999; Saeki et al., 1998, 2001 und 2003) zur Verfügung gestellt 
werden.  
BACs leiten sich von dem bakteriellen Fertilitäts-Plasmid (F-Faktor) ab und 
enthalten die beiden Gene parA und parB, die sehr streng die Kopienzahl dieses 
Plasmides (1-2 pro Zelle) kontrollieren. Daher rührt auch der Name Bakterielles 
Artifizielles Chromosom (BAC). Diese Vektoren haben eine sehr hohe Transgen-
kapazität von bis zu 300 kbp und sind über mehrere 100 Bakteriengenerationen 
stabil. Damit eignen sie sich  hervorragend zur Aufnahme des 152 kbp großen HSV-1 
Genoms. Ein Nachteil ist die geringe Ausbeute an Plasmiden bedingt durch die 
geringe Anzahl an Kopien pro Zelle (Dingermann & Zündorf, 1999). Das in dieser 
Arbeit verwendete HSV-1 BAC wurde von Saeki et al. (2001) durch RecA-
vermittelte, homologe Rekombination in E. coli gemäß der Methode von Yang et al. 
(1997) gewonnen. Es enthält das gesamte HSV-1 Genom, das wie folgt modifiziert 
wurde: (i) das Verpackungssignal (pac) wurde deletiert (Saeki et al., 1998), (ii) das 
für die Replikation essentielle ICP27-Gen (Sacks et al., 1985; McCarthy et al., 1989) 
wurde entfernt und (iii) eine zusätzliche Kopie des ICP0-Gens inseriert (Saeki et 
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al., 2001). Durch Insertion einer zusätzlichen ICP0-Kopie erreicht das HSV-1 BAC 
eine Größe von 178 kbp und kann dadurch nicht mehr verpackt werden; die 
fehlende pac-Sequenz verhindert ebenfalls die Verpackung (Saeki et al., 2001). 
Durch die Deletion des ICP27-Gens ist HSV-1 BAC replikationsinkompetent. Das für 
die Replikation der BAC-DNA dringend benötigte ICP27-Protein wird von einer 
Helferzelllinie (Vero 2-2), sowie durch Kotransfektion eines ICP27-kodierenden 
Plasmides sichergestellt. 
Im Gegensatz zur Verpackung mit Helfervirus ist die in Abb. 1.2-4 dargestellte 
Verpackung (siehe auch 2.6.2.2) der Amplicon-Plasmide mittels HSV-1 BAC recht 




















Abb.1.2-4 Verpackung von Amplicon-Plasmiden mit HSV-1 BAC. 
Das Amplicon-Plasmid, das ICP27-Plasmid und die BAC-DNA werden in die ICP27-exprimierende Vero 
2-2-Zelllinie kotransfiziert. Dort erfolgt die Replikation des Amplicon-Plasmides und der BAC-DNA. 
Mit Hilfe der viralen Proteine wird die konkatemere Amplicon-DNA geschnitten und in Virionen 
verpackt. Nach Ernte der Virusstammlösung wird mittels GFP- und Plaque-Assay der Amplicon-Titer, 
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1.3 Immunologische Aspekte der HSV-1 Amplicons 
 
Da die Amplicon-Vektoren für Vakzinierungszwecke optimiert werden sollten, wird 
eine kurze Einführung in die allgemeine Immunologie gegeben, gefolgt vom 
speziellen Teil, welcher sich auf HSV-1 und  Amplicon-Vektoren bezieht. 
  
Amplicons, die zur Vakzinierung, in diesem Falle gegen HPV-16, eingesetzt werden 
sollten folgende Kriterien erfüllen: (i) „helferfrei“ sein um unerwünschte 
Reaktionen des Immunsystems, wie zum Beispiel Entzündungen, zu vermeiden, (ii) 
eine starke Transgenexpression zeigen und (iii) sowohl den MHC-I als auch den 
MHC-II Weg der Antigenpräsentation stimulieren. Zusätzlich sollen durch Expression 
viraler Strukturproteine, wie HPV-16-L1 (siehe auch 1.4) in vitro und in vivo VLPs 
gebildet werden, die als potentielle Vakzine gelten. Die Immunantwort nach 
Inokulation mit Amplicon-Vektoren und rekombinanten HSV-1 Vektoren wurde 
bereits im Rahmen zahlreicher Experimente untersucht (Brehm et al., 1999; 
Hocknell et al., 2002; Olschowka et al., 2003; Wakimoto et al., 2003).  
 
1.3.1 Die unspezifische Immunantwort 
 
Die unspezifische Immunantwort ist im Gegensatz zur spezifischen Immunantwort 
sehr schnell und wird sofort nach Infektion aktiviert. Sie wird sowohl durch 
zelluläre Komponenten wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, 
dendritische Zellen (DC) und natürliche Killerzellen (NK-Zellen) als auch durch 
lösliche Komponenten wie die Faktoren des Komplementsystems, Zytokine, 
Chemokine und Interferone vermittelt. Die zellulären Komponenten sorgen für die 
Eliminierung der Viren und die Lyse infizierter Zellen. Ferner kommt ihnen die 
wichtige Aufgabe der Antigenpräsentation zu, die zur Aktivierung der spezifischen 
Immunantwort führt (Whitton & Oldstone, 1996).  
 
1.3.2 Die spezifische Immunantwort 
 
Ebenso wie für die unspezifische Immunantwort stehen auch für die spezifische 
Immunabwehr zelluläre und lösliche, sogenannte humorale Komponenten zur 
1 Einleitung 19 
Verfügung. Zu den zellulären Bestandteilen gehören die T-Zellen, welche sich in 
CD4-Rezeptor-positive T-Helferzellen und CD8-Rezeptor-positive zytotoxische T-
Zellen (CTLs) unterteilen. Sie sind maßgeblich an der Regulation der 
Immunantwort sowie an der Erkennung und Eliminierung von virusinfizierten Zellen 
oder auch Tumorzellen beteiligt. Die spezifische Erkennung wird über den T-Zell-
Rezeptor vermittelt (TCR). Der TCR ist ein, in der Zytoplasmamembran der T-Zellen 
verankerter Proteinkomplex, der je nach T-Zelltyp die von anderen Zellen 
präsentierten Antigene erkennt. Antigene werden in Form von Peptiden auf der 
Zelloberfläche durch bestimmte Proteine, sogenannte MHC-Moleküle, präsentiert. 
Es existieren zwei Klassen von MHC-Molekülen, MHC-I und MHC-II. MHC-I Moleküle 
kommen auf allen Körperzellen, außer auf Zellen des Gehirns vor und präsentieren 
„Mini-Peptide“ von ~9 Aminosäuren auf der Zelloberfläche. Diese können sowohl 
zellulärer Natur sein, was dem Signal „selbst“ und damit nicht immunogen 
entspricht, oder es kann sich um Peptide nicht zellulären Ursprungs wie zum 
Beispiel Teile viraler Proteine handeln, die das Signal „fremd“ vermitteln und 
damit eine Immunantwort induzieren. MHC-II Moleküle kommen nur auf potentiell 
antigenpräsentierenden Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, Langerhans-Zellen, 
dendritischen Zellen sowie B- und T-Lymphozyten vor. T-Helferzellen erkennen 
Peptide, welche von MHC-II Molekülen präsentiert werden und reagieren darauf mit 
Freisetzung verschiedener Zytokine. Dadurch werden andere immunologisch aktive 
Zellen stimuliert. CTLs detektieren nur durch MHC-I Moleküle präsentierte Peptide. 
Werden diese als „fremd“ identifiziert geben die CTLs zytotoxisch wirkende 
Proteine und Perforine ab und  es kommt zur Lyse der Zelle (Whitton & Oldstone, 
1996; Modrow & Falke, 1998). 
Zu den humoralen Bestandteilen werden die Immunglobulin-tragenden B-
Lymphozyten sowie B-Plasmazellen gezählt. Diese produzieren und sezernieren 
lösliche Antikörper, die eine wichtige Rolle bei der Markierung und Bindung der 
Antigene spielen. 
 
1.3.3 Mechanismen des HSV-1 Wildtyps zur Umgehung des Immunsystems  
 
Um die immunologischen Aspekte des Amplicon-Vektor Systems nachvollziehen zu 
können, ist es notwendig einen kurzen Blick auf die ausgefeilten Mechanismen des 
Wildtyp-Virus zur Umgehung der Immunantwort zu werfen.  
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Dafür ist das Phänomen der Latenz von besonderer Bedeutung, da in dieser Phase 
das Virus in Neuronen quasi vor der Immunabwehr versteckt ist. Im Zusammenhang 
mit der Latenzphase sind sogenannte Latenz-assoziierte RNA-Transkripte (LATs) von 
Bedeutung, welche mit regulatorischen Funktionen wie Förderung der viralen 
Reaktivierung (Deatly et al., 1987; Stevens et al., 1987)  oder einer Reduktion der 
ICP0-Expression durch Antisense-Mechanismen (Thompson et al., 1997; Mador et 
al., 1998) in Verbindung gebracht werden.   
Die unspezifische Immunantwort wird auch durch die Fähigkeit von gC den 
Komplementfaktor C3b zu binden beeinflusst (Chen et al., 2003). Dadurch kommt 
es zu einer Unterbrechung der Komplementkaskade was letztendlich in einer 
abgeschwächten Immunantwort resultiert (Kostavasili et al., 1997; Lubinski et al., 
2002). Daneben wird nach Infektion mit HSV-1 Wildtyp eine reduzierte Aktivität der 
antiviralen Zytokine Interferon a- und b beobachtet, die möglicherweise auf die 
vom „viralen host shutoff“-Protein (vhs) verursachte, reduzierte Proteinexpression 
der Zelle zurückzuführen ist (Suzutani et al., 2000). Das vhs-Protein ist im 
Tegument enthalten. Nach Infektion fungiert es als RNase und degradiert zelluläre 
mRNA. Der Wildtyp von HSV-1 hat außerdem auch Mechanismen zur Überwindung 
der spezifischen Immunabwehr entwickelt.  
Die nach Infektion mit HSV-1 detektierbaren Antikörper richten sich mit ihrem Fab-
Teil gegen die Glykoproteine gB, gC und gD. Die Glykoproteine gE und gI, welche 
für die Viruspropagation nicht essentiell sind, haben dagegen die Fähigkeit den Fc –
Teil von Antikörpern zu binden (Dowler & Veltri, 1984). Dadurch kommt es zu 
einem Maskierungs-Effekt der Antikörper-Reaktion, der auch als „bipolare 
Antikörper-Überbrückung“ bezeichnet wird (Favoreel et al., 2000). Im Ergebnis 
verhindert das Virus durch die Bindung der Antikörper über den Fc-Teil die 
Aktivierung des klassischen Weges der Komplementkaskade. Neben der Antikörper-
Neutralisierung wird auch eine effektive MHC-I Präsentation gehemmt. Dieser 
Effekt wird durch das vhs-Protein vermittelt. Durch die Degradation der zellulären 
mRNA wird die Proteinsynthese der Wirtszelle, einschließlich der MHC-I Synthese 
abgeschaltet. Die Folge ist eine minimale MHC-I Präsentation und damit eine 
reduzierte, CTL-vermittelte Immunantwort (Hill et al., 1994; Yewdell & Hill, 
2002). 
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Aber nicht nur das vhs-Protein, sondern auch ICP47 verhindert die MHC-I 
Präsentation. ICP47 bindet an den TAP-Transporter, der die Translokation viraler 
Peptide in das ER vermittelt. In Folge verhindert das ICP47-Protein damit im ER die 
Beladung von MHC-I Molekülen mit viralen Peptiden (York et al., 1994). Nun stellt 
sich die Frage, inwieweit die gerade erläuterten Mechanismen auch für Amplicon-
Vektoren zutreffen und welche Faktoren erwünscht oder unerwünscht sind. 
 
1.3.4 Immunsystem und Amplicon-Vektoren 
 
Die Bindung des Komplementfaktors C3b durch gC ist aufgrund des gleichen Aufbaus 
der Virushülle den Amplicons, den Helferviren, mit Ausnahme von HSV-1 LaL und 
HSV-1 LaLDJ, und den Wildtyp-Viren gemeinsam. Die meisten anderen, unter 1.3.3 
beschriebenen Mechanismen, treten bei Amplicon-Vektoren vor allem im 
Zusammenhang mit Verunreinigung durch Helfervirus auf. Bei Kontamination mit 
Helferviren, auch wenn diese wie HSV-1 LaLDJ replikationsinkompetent sind, 
kommt es zu einer konstanten, minimalen Expression viraler Proteine. Dies 
resultiert wiederum in inflammatorischen Reaktionen (Woods et al., 1994). 
Olschowka et al. (2003) konnten zeigen, dass mittels BAC-Verpackung gewonnene, 
helferfreie Amplicon-Vektoren im Vergleich zu solchen, die durch Verpackung mit 
Helfervirus gewonnen wurden, besser verträglich waren. 5 Tage nach Infektion mit 
„helferfreien“ und kontaminierten Amplicons, waren für die „helferfreien“ keine 
wesentlich erhöhten proinflammatorischen Zytokine wie IL-1b, TNF-a oder INF-
g nachweisbar. Die Applikation von Helfervirus-kontaminierten Amplicons löste 
dagegen deutliche Entzündungsreaktionen aus. Ein sehr wichtiges Kriterium zum 
Einsatz von Amplicons in der Gentherapie wäre deshalb ein Minimum an 
Kontamination durch Helfervirus oder auch Zellmaterial. 
Zu Vakzinierungszwecken ist eine spezifische und dauerhafte zelluläre und 
humorale Immunantwort gegen das Vektor-kodierte Transgen wünschenswert. 
Hocknell et al. (2002) demonstrierten am Beispiel des HIV-1 Glykoproteins gp120, 
dass nach Injektion gp120 exprimierender, helferfreier Amplicon-Vektoren in 
Mäusen eine starke CTL-Reaktion sowie eine ausgeprägte Antikörperbildung gegen 
gp120 vorliegt. Nach einmaliger Inokulation wurde über einen Zeitraum von 171 
Tagen eine positive Immunantwort beobachtet. Hieraus wird deutlich, dass 
Amplicons durchaus für Vakzinierungszwecke geeignet sind. 
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Eine, wie die gerade beschriebene, starke Immunantwort erfordert eine effiziente 
Antigenpräsentation. Die potentesten Antigen-präsentierenden Zellen (Banchereau 
& Steinman, 1998) sind die dendritischen Zellen. Ihre Aktivierung resultiert in einer 
starken T-Zellstimulation. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass HSV-1 
die Fähigkeit besitzt dendritische Zellen zu infizieren (Kruse et al., 2000; Mikloska 
et al., 2001). Allerdings führt die Infektion mit HSV-1 Wildtyp zu einer 
verminderten T-Zellstimulation. Obwohl HSV-1 in DCs nicht repliziert, ist dieser 
Effekt eventuell auf die in DCs exprimierten a- und b-Proteine (Kruse et al., 2000), 
sowie das vhs-Protein (Samady et al., 2002) des Virus zurückzuführen.  
 
 
Nach der Einführung in das Gebiet der HSV-1 Amplicon-Vektoren wird im Folgenden 
ein kurzer Abriss über HPV-16 sowie die beiden im Rahmen dieser Arbeit 
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1.4 Charakterisierung des L1- und E7-Proteins von HPV-16 
 
Die beiden Proteine L1 und E7 von HPV-16 dienten bei Optimierung und Vergleich 
der verschiedenen Verpackungssysteme für Amplicon-Vektoren als Modell-Antigene. 
Deshalb werden in diesem Abschnitt vor allem die bekannten Eigenschaften dieser 
Proteine vorgestellt, sowie eine kurze Einleitung zu HPV-16 gegeben.  
 
1.4.1 Die wichtigsten Fakten zu HPV-16 
 
HPV-16 wird neben HPV-18 und anderen Faktoren, wie zum Beispiel Hormonen oder 
dem Rauchen (Castellsague et al., 2002), als eine wichtige Ursache bei der 
Entstehung von Cervix-Karzinomen angesehen (zur Hausen, 1996; Clifford et al., 
2003). HPV-16 kann in etwa der Hälfte aller invasiven Gebärmutterhalskrebs-
Erkrankungen nachgewiesen werden (Clifford et al., 2003; Schiffman & Castle, 
2003). Viele andere Vertreter der etwa 100 Typen umfassenden Virusfamilie (de 
Villiers, 2001) gelten als eher ungefährlich, da sie nicht transformierend sind. Sie 
verursachen die Bildung von Warzen jeglicher Art. 
HPV-16 ist ein doppelsträngiges DNA-Virus welches zur Familie der Papovaviridae 
gehört. Die mit zellulären Histonen assoziierte, etwa 8000 bp lange DNA liegt als 
kovalent geschlossener Ring vor (Favre et al., 1977; Pfister & zur Hausen, 1978). 
Das Genom ist in ein ikosaedrisches Kapsid von 55 nm Durchmesser verpackt, 
welches aus 72 Kapsomeren besteht; das Virus ist nicht umhüllt (zur Hausen, 1996). 
Das Genom beinhaltet verschiedene offene Leserahmen (Open Reading Frames – 
ORF), die nur auf einem der DNA-Stränge kodiert sind. Die einzelnen ORFs kodieren 
für die sechs frühen („Early“) Proteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7 sowie für die zwei 
späten („Late“) Proteine L1 und L2 (Pfister & Fuchs, 1987). Die Bezeichnung 
„Early“ und „Late“ zeigt an, ob die Proteine früh oder spät im Infektionszyklus 
exprimiert werden. Daneben existiert eine weitere Region auf dem Genom, die 
nicht für Proteine kodiert und als „Lange Kontrollregion“ (Long Control Region – 
LCR) bezeichnet wird. Die LCR nimmt etwa 10% des Genoms ein und enthält alle 
notwendigen cis-aktiven Elemente, wie Promotoren, Enhancer und den 
Replikationsursprung. Die frühen Proteine regulieren die zellzyklusabhängige 
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Replikation des Genoms, die Persistenz in der Zelle und die virale Genexpression. 
L1 und L2 sind dagegen Strukturproteine und formen das Kapsid (Howley, 1996). 
Die HPV-16-Infektion erfolgt über Mikroläsionen in der Schleimhaut. Dort infizieren 
die Viren noch proliferierende, undifferenzierte Zellen im Stratum basale. In 
diesen Zellen wird die virale Genexpression stark unterdrückt. Nur bestimmte 
„frühe“ Proteine (E5, E6 und E7) werden exprimiert und stimulieren die 
Zellproliferation. Im Zuge der Differenzierung wandern die Zellen Richtung 
Hautoberfläche, wobei es in den terminal differenzierten Zellen des Stratum 
granulosum zur Expression der späten Proteine und zum Zusammenbau der Virionen 
kommt. Die infektiösen HPVs werden mit den Zellen des Stratum corneum 
abgestoßen und bei deren Zerfall freigesetzt. Während der Replikation liegt das 
Genom episomal vor. Im Ruhezustand kann es in das Zellgenom integrieren (zur 
Hausen, 2002).   
 
1.4.2 Das frühe Protein E7 
 
Wie schon zuvor erwähnt ist HPV-16 einer der Risikofaktoren für die Entwicklung 
von Gebärmutterhalskrebs. Durch eine Reihe von Untersuchungen wurde deutlich, 
dass den frühen Proteinen E6 und E7 eine wesentliche Rolle in der Transformation 
von Zellen und damit in der Krebsentstehung zukommt (Münger et al., 1989; Lee et 
al., 2002). Aus diesem Grund werden sehr viele Versuche unternommen einen 
Impfstoff gegen HPV-16, basierend auf E7, zu entwickeln (Greenstone et al., 1998; 
Liu et al., 2000;  Nonn et al., 2003). Parallel dazu werden bereits sehr viele  
Immunisierungsstudien verschiedenster Art mit E7 durchgeführt (Wang et al., 2000; 
Ferrara et al., 2003; Simon et al., 2003) 
Das E7-Protein ist ein Zink-bindendes Phosphoprotein mit zwei Cys-X-X-Cys 
Domänen (Abb. 1.4-1) und besteht aus 98 Aminosäuren (zur Hausen, 1996). Die 
transformierenden Eigenschaften kommen durch Wechselwirkung von E7 mit 
Tumorsuppressorproteinen wie Rb105 und Rb107 und indirekte Stimulation S-
Phasen-spezifischer Proteine zustande. Im Zusammenspiel mit E6, welches p53 der 
Ubiquitinylierung und damit dem proteolytischen Abbau zuführt (Scheffner et al., 
1990; Werness et al., 1990), und mit weiteren zellulären Faktoren wird so die Zelle 
immortalisiert (zur Hausen, 2002). Diesen Eigenschaften werden auf molekularer 
Ebene verschiedene Domänen des E7-Proteins zugeordnet: (i) den Aminosäuren 6-
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10, deren Deletion zum Verlust der transformierenden Eigenschaft führt (Phelps et 
al., 1992; Brokaw et al., 1994), (ii) die Rb-Bindungsdomäne zwischen den 
Aminosäuren 16-36 (Dyson et al., 1989) sowie (iii) die Zinkfingermotive Cys-X-X-Cys 











Abb. 1.4-1 Das E7-Protein von HPV-16. 
Die Zahlenangaben beziehen sich auf die Position der Aminosäuren. E7 besteht aus 98 Aminosäuren. 
Im Bereich zwischen Position 16 und 36 befindet sich eine Domäne, welche an die zellulären 
Tumorsuppressorproteine Rb105 und Rb107 bindet (rot). Dieser Bereich weist starke Homologien zu 
den Sequenzen des großen T-Antigens von SV40 und des EA1-Proteins der Adenoviren auf, die 
ebenfalls transformierende Eigenschaften haben. E7 verfügt zwischen den AS 49-57 über ein CTL-
Epitop (blau; Liu et al., 2002). Im C-terminalen Bereich ist zwischen 58-61, sowie 91-97 ein 




1.4.3 Das späte Protein L1 
 
L1 ist das Hauptkapsidprotein von HPV-16 und besteht aus 505 Aminosäuren mit 
einem Molekulargewicht von ~56 kDa. Es bildet zusammen mit L2 das ikosaedrische 
Viruskapsid mit einem Durchmesser von 55 nm (Baker et al., 1991). Das Kapsid 
besteht aus 60 hexavalenten und 12 pentavalenten pentameren L1-Kapsomeren, in 
die das L2-Protein in einer geringen Menge eingebettet ist (Favre et al., 1975). L2 
bindet über den N-Terminus DNA und spielt deshalb bei der Verpackung des viralen 
Genoms in das Kapsid eine Rolle (Zhou et al., 1994). 
Nach Expression von L1 mittels Vaccinia-Viren zeigte sich, dass es teilweise 
glykosyliert ist. Interessanterweise ist das glykosylierte L1 zytoplasmatisch 
lokalisiert, wohingegen der Hauptanteil, die nicht glykosylierte Form, im Zellkern 
vorliegt (Zhou et al., 1993). L1 verfügt zur Kernlokalisierung über zwei C-terminale 
Kernlokalisierungssignale (Nuclear Localisation Signals – NLS), die durch 12 
Aminosäuren voneinander getrennt sind (Zhou et al., 1991a).  
N C 
1 16 36 98 
58-61 91-97 
 Interaktion mit 
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Eine wichtige Eigenschaft von L1, nämlich die Formation von Virus-artigen Partikeln 
(Virus Like Particles – VLP) (Zhou et al., 1991b; Kirnbauer et al., 1992; Müller et 
al., 1997; Schiller & Lowy, 2001), wird zur Entwicklung von Immuntherapien gegen 
HPV-16 genutzt. Dabei spielt es keine Rolle, ob L1 in eukaryotischen Zellen (Zhou 
et al. 1991b; Cook et al., 1999) oder in Bakterien exprimiert wird (Chen et al., 
2001). Inzwischen ist es sogar gelungen L1-VLPs aus Kartoffeln zu gewinnen 
(Warzecha et al., 2003). Es wurden und werden unzählige Untersuchungen und 
Studien bezüglich der Immunantwort auf VLPs in vitro und in vivo durch geführt 
(Lenz et al., 2001; Balmelli et al., 2002; Pinto et al., 2003; Tobery et al., 2003). 
Ferner wird versucht durch Fusion von L1 mit (i) E7 (Müller et al., 1997; Breitburd 
et al., 1999), (ii) spezifischen Signal Sequenzen (Kim et al., 2003) und (iii) 
Koimmunisierung mit anderen Proteinen (Zheng et al., 2003), die Immunantwort zu 
verbessern.  
Eine Steigerung der L1-Ausbeute und damit der VLP-Menge in dem jeweiligen 
System kann mittels der sogenannten Kodon-Optimierung erreicht werden (Leder 
et al., 2001; Liu et al., 2002):  
Es ist bekannt, dass die gleiche Aminosäure in verschiedenen Spezies durch ein 
bevorzugtes Basen-Triplett kodiert wird (Strauss et al., 1995). Bei der Kodon-
Optimierung wird die DNA so verändert, dass die verwendeten Tripletts der 
jeweiligen Spezies angepasst sind (Zhou et al., 1999). Dadurch ist gesichert, dass 
für eine optimale Expression des fremden Transgens auch die unterschiedliche 
Ausstattung von transfer-RNA (tRNA)-Kopien in verschiedenen Organismen und 
Geweben berücksichtigt wird (Ikemura, 1981; Smith, 1996). Die genetische 









1 Einleitung 27 
 
1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
Unter den bekannten viralen Vektorsystemen ist das herpesvirale Amplicon-System 
ein sehr erfolgversprechender Kandidat. Unter anderem auch deshalb, weil der 
hohe Anteil an asymptomatisch bis leicht verlaufenden HSV-1 Infektionen in der 
Bevölkerung beweist, dass das Virus im gesunden Menschen kaum größere Schäden 
anrichtet. Denkbare, und teilweise schon erprobte Anwendungsgebiet sind die 
Immunisierung gegen Infektionskrankheiten wie AIDS oder die Immuntherapie bei 
Krebs. 
 
Für den Einsatz in der Gentherapie ist es wichtig, dass ein Vektor bei hoher 
Effizienz möglichst wenige unerwünschte Nebenwirkungen zeigt. Diese werden oft 
durch Kontaminationen mit dem, zur Verpackung benötigten, Helfervirus 
verursacht.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es deshalb verschiedene Verpackungssysteme für 
HSV-1 Amplicon-Vektoren anhand der Transgenexpression sowie der Helfervirus-
Kontamination zu beurteilen. Als Maß für die Transgenexpression wurde die 
Expression der Modellantigene L1 und E7 aus HPV-16 herangezogen, die in der 
Immuntherapie des durch HPV-16 oder HPV-18 induzierten Gebärmutterhalskrebses 
eine wichtige Rolle spielen. L1 und E7 werden zu diesem Zweck auf verschiedene 
Art und Weise modifiziert: (i) durch Kodon-Optimierung, (ii) Fusion mit cis-aktiven 
Elementen wie z.B. einem NLS, (iii) Deletion bestimmter Teile eines Gens und (iv) 
Fusion von L1 und E7, sowie von E7 mit herpesviralen Proteinen. Neben der reinen 
Expression der verschiedenen Proteine wurde untersucht, inwieweit 
unterschiedliche Zelllinien nach Amplicon-Infektion, die als immunogen bekannten 
HPV-16-L1 VLPs produzieren. Die Analyse der gebildeten VLPs erfolgte durch einen 
VLP-spezifischen Antigen-Capture ELISA. 
 
Daneben sollen durch Fusion herpesviraler Proteine mit Proteinen von HPV-16 
HSV/HPV-Hybrid-Vektoren erzeugt werden. Dadurch wird eine Verbesserung der 
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Immunantwort im Vergleich zu anderen, in der Immuntherapie von HPV-16 
eingesetzten, Vektor-Systemen angestrebt. 
  
Die Fusion von Fremdantigenen, hier von E7 mit dem Glykoprotein C (gCE7hu60) 
von HSV-1, eröffnet die Möglichkeit das Fremdantigen nicht nur zu exprimieren, 
sondern gleichzeitig auf der Virusoberfläche zu präsentieren und damit sowohl eine 
stärkere Präsentation als auch eine spezifische Immunantwort zu erhalten. Die 
korrekte Präsentation von E7 auf der Virusoberfläche soll durch einen E7-
spezifischen Antigen-Capture-ELISA nachgewiesen werden. Bei der Fusion von E7 
mit VP22 soll die oft beschriebene interzelluläre Transportfunktion von VP22 
genutzt werden, um E7 auch in benachbarte Zellen einzuschleusen oder zumindest 
zu sezernieren. Der Nachweis der Expression und der Lokalisierung erfolgt mit Hilfe 
der Immunfluoreszenzmikroskopie. 
 
Ein weiterer wichtiger Punkt betrifft die Untersuchung der Permissivität der 
einzelnen Zelllinien für Amplicon-Vektoren. Hier stellt sich die Frage, ob es für die 
Infektiosität der Amplicons von Bedeutung ist, mit Hilfe welches 
Verpackungssystems sie hergestellt werden und inwieweit die eingesetzte 
Vektormenge eine Rolle spielt. Die Beurteilung von Verpackungseffizienz und 
Helferviruskontamination erfolgt mit Hilfe eines GFP- beziehungsweise eines 
Plaque-Assays.  
 
Alle diese Fragestellungen sollen dazu beitragen, das herpesvirale Amplicon-System 
zu beurteilen und in Folge verbessern zu können. Daneben zeigt die Fusion 
herpesviraler Proteine mit Fremdantigenen wie E7 die Möglichkeit zur Entwicklung 
von Hybrid-Vektoren auf, welche sich zum Beispiel nach spezifischer Veränderung 
des Tropismus zum Protein-Targeting eignen würden.   
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Aceton Riedel-de Haën®, Seelze 
Acrylamid-Bis Lösung, 19:1 (40% M/V) Serva, Heidelberg 
Agar AppliChem, Darmstadt 
Agarose Gibco, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat Merck, Darmstadt 
Ampicillin Aldrich, Seelze 
Aqua-Poly Mount Polysciences, Eppelheim 
Bacto-Trypton Difco, Detroit, USA 
b-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg 
Borsäure Fluka, Seelze 
Bromphenolblau Merck, Darmstadt 
BSA Fraktion V (für Block-Lösungen) Serva, Heidelberg 
BSA (für Restriktionsverdau)  New England Bio Labs, Frankfurt Main 
Chloramphenicol Boehringer, Mannheim 
CMC (Carboxymethylcellulose, Na-Salz, Low 
viscosity, C5678, Lot IIOK0199)) 
Sigma, Taufkirchen 
Complete® Protease-Inhibitor Tabletten Roche, Mannheim 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt 
DTT (Dithiothreitol)  Sigma, Taufkirchen 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Sigma, Taufkirchen 
Ethanol absolut Riedel-de Haën®, Seelze 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
Fugene® Roche, Mannheim 
G418 (Sulfat) Gibco, Karlsruhe 
Glucose Fluka, Seelze 
Glycerin  Serva, Heidelberg 
Glycin Roth, Karlsruhe 




Hygromycin, Lot. 0100150 Clontech, Heidelberg 
Isopropanol absolut Fluka, Seelze 
Kanamycin Serva, Heidelberg 
KCl Merck, Darmstadt 
KH2PO4 Invitrogen, Karlsruhe 
Lipofectamin® Invitrogen, Karlsruhe 
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Magermilchpulver Merck, Darmstadt 
Methanol Fluka, Seelze 
MgCl2 Merck, Darmstadt 
NaCH3COO Merck, Darmstadt 
NaCl Merck, Darmstadt 
Na2CO3 Merck, Darmstadt 
NaHCO3 Merck, Darmstadt 
NaH2PO4 x 2H2O Merck, Darmstadt 
Na2HPO4 x H2O Merck, Darmstadt 
NH4Cl Serva, Heidelberg 
Paraformaldehyd AppliChem, Darmstadt 
Phleomycin, Lot. 24-12-88 Cayla, Toulouse, Frankreich 
Plus®-Reagenz Invitrogen, Karlsruhe 
Roti®-Transform Roth, Karlsruhe 
SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva, Heidelberg 
Rohrzucker für Dichtegradienten Merck, Darmstadt 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Sigma, Taufkirchen 
Tris (hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma, Taufkirchen 
Tris-HCl Sigma, Taufkirchen 
Triton-X-100 Serva, Heidelberg 
Trypton AppliChem, Darmstadt 
Tween® 20 Sigma, Taufkirchen 









Schleicher & Schüll, Dassel 
Hyperfilm MP Röntgenfilme Amersham, Freiburg 
Kryoröhrchen, 2 ml Greiner, Frickenhausen 
Küvetten für Elektroporation, 2 mm PeqLab, Erlangen 
Petrischalen (94, 60 und 35 mm) Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen, unsteril Steinbrenner, Wiesenbach 
PP-Röhrchen 5 ml und 50 ml Greiner, Frickenhausen 
Protran® BA79 0,1 µm Nitrocellulose-Membran Schleicher & Schüll, Dassel  
Protran® BA83 0,2 µm Nitrocellulose-Membran Schleicher & Schüll, Dassel 
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml  Eppendorf, Werseling-Berzdorf 
Sterilfilter 0,2 µm FP030/3 Schleicher & Schüll, Dassel 
Whatman 3MM-Filter Whatman, Maidstone 
Zellkulturflaschen (182, 75 und 25 cm 2)  Greiner, Frickenhausen 
96-, 24-,12- und 6-Loch-Zellkulturplatten Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturschalen (94, 60 und 35 mm) Greiner, Frickenhausen 
Zellschaber, steril Falcon, BD Biosciences, 
Heidelberg 
Zentrifugenröhrchen für die Ultrazentrifugation 














Elektroblotting-Apparatur Cti, Idstein 
Elektroporator Micropulser™ Biorad, München 
ELISA-Reader Multiscan MS Thermo Life Sciences, Egelsbach 
Heizblock QBT1 CLF Laborgeräte, Emersacker 
Kamera E.A.S.Y 429K Herolab, Wiesloch 
Lyophilisator „Speed Vac-Concentrator“ Bachofer, Reutlingen 
Mikroskop für konfokale Lasermikroskopie 
Leica TCS 
Leica, Wetzlar 
Mikroskop Leitz DM IL 
(mit verschiedenen Filtern, auch für die 
Immunfluoreszenz)  
Leica, Wetzlar 
Mikroskop Leitz DM RD 
(mit verschiedenen Filtern, auch für die 
Immunfluoreszenz) 
Leica, Wetzlar 
PCR-Gerät DNA-Thermal Cycler Cetus Perkin Elmer, Norwalk, Ct./USA 
pH-Meter Calimatic Knich 
Photometer Ultrospec II LKB Biochrom, Cambridge/UK 
Powersupply Phero-stab. 500 Biotec-Fischer, Reiskirchen 
Refraktometer Zeiss,  Vertriebsbereich Frankfurt 
Rollpumpe Minipuls 2 Gilson Abimed, Vielliers LeBel/Frankreich 
Rotationsschüttler GFL 3017 GFL, Burgwedel 
Rotationsschüttler KS 10 Edmund Bühler, Tübingen 
Ultraschallwasserbad Transsonic T460 Elma, Singen 
Ultraschallgerät Branson Sonifier 250 Branson, Danbury CT/USA 
Ultrazentrifuge Sorvall®Combi-Plus Sorvall, Bad Nauheim 
Waage PM 3000 Mettler, Giessen 
Waage Mettler Toledo AB 184 A3 Mettler, Giessen 
Wippe Rockomat Tecnomara, Zürich/Schweiz 
Zentrifuge 202MK Sigma, Osterode am Harz 
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Minifuge RF Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Minifuge T Heraeus, Hanau 
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Nucleo Bond® BAC-Maxi Kit Clontech, Heidelberg 
QIAfilter™ Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 









New England BioLabs (NEB), Frankfurt Main 
Alkalische Phosphatase aus Shrimps (SAP)  Roche, Mannheim 
DNA-Polymerase I, Klenow-Fragment Boehringer, Mannheim 
Pwo-Polymerase  Roche, Mannheim 
RNase Qiagen, Hilden 
T4-DNA-Ligase New England BioLabs (NEB), Frankfurt Main 
 
 













1.3.5 15 mabHPV-16 ascites new mouse 
20.1.03; der Antikörper wurde 





polyklonales Serum; VLP-Serum  
 
Antikörper Nr. 4543 M. Müller (DKFZ, 
Heidelberg); der Antikörper wurde 
freundlicherweise von M. Müller zur 
Verfügung gestellt 
 




Kaninchen-a-VP22 polyklonales Serum 
 
Der Antikörper entstammt dem Labor von 
H.W.Zentgraf und wurde freundlicherweise 
von Nico Michel (beide DKFZ, Heidelberg) 
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von Nico Michel (beide DKFZ, Heidelberg) 
zur Verfügung gestellt 
 
Maus-a-HSV-1-Polymerase 1051c Der Antikörper entstammt dem Labor von 
Charles W. Knopf; siehe auch Strick et al. 
1997 
 




Ziege-a-Maus (IgG, Fc),  




Ziege-a-Kaninchen (IgG, Fc), 









Ziege-a-Maus Rhodamin (TRIRC)-konjugiert 





2.1.7 DNA- und Protein Größen-Standards 
 
Marker  Hersteller/Lieferant 
 








SDS-Broad-Range Marker, vorgefärbt; 





2.1.8 Allgemeine Lösungen und Puffer 
 
Die Puffer für Restriktionsendonukleasen, Ligase, Polymerase und Klenow-Enzym wurden 







9,5      ml     ELISA-Puffer 
0,5      ml     ABTS-Lösung (20 mg/ml)  
4,0      µl      H2O2 30% 
 
 
Blocklösung für Immunfluoreszenz 
 
10 %  FCS 
in PBS 
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Blocklösung für Western-Blot 10,0    %     Milchpulver 




Coating-Puffer für ELISA 
 
 
1,50     g/l   Na2CO3 
2,93     g/l   NaHCO3 
 
 
Complete® - Proteaseinhibitor Lösung 
 
1 Tablette Complete®  (Fa. Roche) 
ad 50,0 ml H2O oder Puffer (z.B. PBS) 
 
 
Elektrophoresepuffer für Agarosegele  
(TAE-Puffer, 40x) 
 
1,60    M   Tris 
0,80    M   CH3COOH 
0,80    M   EDTA  
mit Essigsäure auf pH 8,3 einstellen 
 
 




15,1    g     Tris 
72,0    g     Glycin 
   25    ml   20% SDS  





8,2     g      NaCH3COO (wasserfrei) 
7,8     g      NaH2PO4 x 2 H2O 






3      µg/ml   Ethidiumbromid  





50       mM     Glucose 
25       mM      TrisCl, pH 8 
10       mM      EDTA 
mit HCl auf pH 8 einstellen; autoklavieren 





 10,0    mM      Hepes-KOH, pH 7,9 
    1,5    mM      MgCl2 
 10,0    mM      KCl 
    0,5    mM      DTT (Dithiothreitol)  
 
 
K-acetat-Puffer pH 4,8 
 
29,5      ml       Eisessig 
KOH-Pellets bis zum pH von 4,8 zugeben 
ad 100 ml H2O 
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Kristallviolett-Färbelösung für Plaque-Assay 
 
25      %   Methanol 
25      %   Aceton 
10      %   Kristallviolett 
              (Stammlösung 20mg/ml)  
gelöst in H2O  
 
 




37,0   mM   NaCl 
20,0   mM   Na2HPO4 x H2O 
  1,5   mM   KH2PO4 





0,05       %    Tween 20 





0,3        %     Tween 20 
in PBS, pH 7,2 
 
 
Probenpuffer für DNA-Gelelektrophorese 
 
10        %     Ficoll 400 
  1        %     Bromphenolblau 






250 mM   Tris-Cl, pH 6,8 
   4     %     SDS 
 10      %     b-Mercaptoethanol 
 20     %     Glycerin  
   0,002 %     Bromphenolblau 
entweder frisch ansetzen oder portionsweise 




Puffer B für SDS-Trenngele 
 
 
1,5       M      Tris-Cl  pH 8,8 
0,4       %      SDS  
ad 1 l H2O 
 
 
Puffer C für SDS-Sammelgele 
 
0,5       M      Tris-Cl  pH 6,8 
0,4       %      SDS  






   4,4      ml H2O 
   1,25    ml    (Bis-)Acrylamid-Lösung 
   1,82    ml    Puffer C 
120,0    µl    APS-Lösung 10% 
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SDS-Trenngel 15%    2,5    ml    H2O 
   5,0      ml     (Bis-)Acrylamid-Lösung 
   2,5    ml    Puffer B 
150,0   µl    APS-Lösung 




   
10,0   mM   Tris-Cl, pH 8 
  1,0   mM   EDTA, pH 8 
 
 
Transferpuffer für Proteingele, pH 8,3 
 
  
 48        mM   Tris-Base 
 39        mM   Glycin 
 20         %     Methanol 





   
     1,0   M    NaCl 
     1,5   mM  MgCl2 
   10,0   mM   KCl 
   10,0   mM   Hepes-Puffer 








Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM)            
 




Fötales Kälber Serum (FCS)  
 
Fa. Gibco, Karlsruhe 













Fertigprodukt der Fa. Gibco, Karlsruhe 
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CMC-(Carboxymethylcellulose)-Medium 1,5 %    5   ml  CMC-Lösung 3%  
  (autoklaviert) 
500   µl   10x BME 
   5   ml  D-MEM 
   2     %  FCS 
   1     %  Penicillin/Streptomycin-    





  1   x D-MEM 
10   %  FCS 
  1   %  Penicillin/Streptomycin-
  Lsg. 
 
 
Standard-Zellkulturmedium für  
Virusinfektionen 
  
 1   x   D-MEM 
 5   %   FCS 





10   g   Bacto-Trypton 
10   g   NaCl 
  5   g   Hefeextrakt 






15   g   Agar-Agar 
ad 1 l LB-Medium, mit NaOH auf pH 7,5 
eingestellt und autoklaviert! 
 
Besondere Medienzusätze wurden zur Kultivierung folgender Zelllinien benötigt: 
G16.9:                           200 µg/ml Hygromycin B  
Vero 2-2:                       500 µg/ml G418 
E5:                               500 µg/ml G418 
BHK-CINA6:                  1 mg/ml G418 jede zweite Woche 
TE-CRE30:                    50 µg/ml Phleomycin  
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HSV-1 LaL wurde von Logvinoff und Epstein (2000) aus fünf, mit PacI linearisierten 
Cosmiden durch homologe Rekombination hergestellt. Die Cosmide enthielten die 
komplette HSV-1 Sequenz mit Ausnahme der Verpackungssequenz (a-Sequenz). Die 
von loxP-Rekombinationssignalen flankierte a-Sequenz wurde nachträglich in das 
Glykoprotein C-Gen eingefügt.  
 
HSV-1 LaLDJ  wurde von Zaupa et al., 2003 aus HSV-1 LaL entwickelt. HSV-1 LaLDJ 
verfügt neben der a-Sequenz noch über zusätzliche Deletionen des ICP4-Gens und 
des Neurovirulenz-Faktor-Gens ICP34.5. 
 
Beide Viren wurden freundlicherweise von Alberto Epstein im Rahmen des 







E. coli-Stamm Genotyp 
 
DH5a F- f80 lacZDM15 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
 h s d R17  (r k-m k+) supE44 relA1 deoR 
 D(lacZYA-argF) U169 (Clontech, Heidelberg) 
 
MC1061 F- araD139 D(ara-leu)7696 galE15 galK16 
 D(lac)X74 rspL (Strr) hsdR2(r k-m k+) mcrA 
 mcrB1 (MC1061- Bakterien wurden freundlicher- 
weise von M. Müller, DKFZ Heidelberg, zur 
Verfügung gestellt).  
DH10B/fHSVDpac27 0+BAC F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 
 DlacX74 deoR recA1 endA1 araD139  
  D(ara, leu)7697 galU galK l-rspL (StrR); enthält  
  zusätzlich das HSV-1 fHSVDpac27 0+BAC  
  (Saeki et al., 2001 ; die Bakterien wurden  
freundlicherweise von Y. Saeki, Harvard 
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2.1.10.3 Eukaryontische Zellen 
 
BHK-21-Zellen (Baby Hamster Kidney Cells)  Klon 13 waren ein Geschenk von Prof. 
Dr. Subak-Sharpe (Medical Research Council, Glasgow). 
 
RC-37-Zellen (Rita Clone 37 Cells), eine sekundäre Zelllinie von Nierenepithelzellen 
der afrikanischen grünen Meerkatze, wurden von der Firma Italdiagnostics, Rom 
bezogen. 
 
G16.9 Zellen entstammen der humanen Glioblastom-Zelllinie Gli36 und exprimieren  
das HSV-1-Protein VP16. Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Y. Saeki, 
Harvard Universität, Cambridge zur Verfügung gestellt.  
 
Vero 2-2 Zellen leiten sich von Vero76-Zellen (Nierenzellen der afrikanischen 
grünen Meerkatze)  ab und exprimieren das HSV-1-Protein ICP27. Diese Zelllinie 
wurde freundlicherweise von Dr. Y. Saeki, Harvard Universität, Cambridge zur 
Verfügung gestellt.  
 
E5-Zellen sind von Vero-Zellen (Nierenzellen der afrikanischen grünen Meerkatze)  
abgeleitet und exprimieren das HSV-1-Protein ICP4.  
 
TE-CRE30-Zellen sind von der humanen Rhabdomyosarkom-Zelllinie TE671 (ATCC 
CRL 8805) abgeleitet und exprimieren das Enzym Cre-Rekombinase. 
 
TE-CRE GRINA 129-Zellen leiten sich von TE CRE30-Zellen ab und exprimieren außer 
der Cre-Rekombinase  noch das HSV-1-Protein ICP4. 
 
BHK-CINA6-Zellen leiten sich von BHK-21-Zellen ab und exprimieren das HSV-1-
Protein ICP4. 
 
Die L929-Zelllinie (Mausfibroblasten) wurden von Prof. Dr. R. Zawatzky, DKFZ, 
Heidelberg, freundlicherweise zur Verfügung gestellt.   
 
Die TE-CRE30, TE-CRE GRINA129, BHK-CINA6- und E5-Zelllinien wurden 









pBluescriptÒ KS (+): E. coli-Klonierungsvektor. 2958 bp (Fa. Stratagene,  
 Heidelberg). 
 
pCI®-neo: Expressionsvektor. 5472 bp (Fa. Promega, Heidelberg). 
 
pA-EUA2: EUROAMP-Expressions-Vektor #2;  
 setzt sich aus Teilen von pAEUA-1, pCI und PL1 
 zusammen; der Vektor enthält eine HSV-1 
 Verpackungssequenz (a-Sequenz), einen HSV-1 
 Replikationsstart oriS, die Promotoren der Gene der  
 frühen Proteine von HSV-1, ICP22 und ICP47,einen HCMV- 
 Promotor, der das Transgen treibt, ein PolyA-Signal von  
 SV40 und das EGFP-Gen inklusive der PolyA-Sequenz des  
 Rinderwachstumshormons (bgh) aus pIRES-EGFP  
 (Clontech), sowie den bakteriellen Replikationsstart colE1  
 und das Gen für die Ampicillin-Resistenz (bla-Gen). 7736 bp 
 (konstruiert von V. Revol, 2000, im Rahmen des EUROAMP- 
 Projektes). 
 
pGEMgC: E. coli-Klonierungsvektor. pGEM®-5Zf(+) (Fa. Promega) mit 
einem PstI/SalI-Fragment des gC-Gens von HSV-1 Stamm F. 
5618 bp (kloniert von Paola Grandi, Labor R. Manservigi, 
Ferrara). 
 
pVP22/myc-His Expressionsvektor 6400 bp (Fa. Invitrogen; Karlsruhe). 
 
 
Plasmide mit Insert 
 
#826 enthält das humanisierte L1-Gen in Fusion mit dem für die 
 Aminosäuren 1-60 kodierenden E7-Wildtyp-Gen (5971 bp);  
das Plasmid wurde freundlicherweise von M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg, zur Verfügung gestellt. 
 
#874 enthält das humanisierte L1-Gen in pUF3 (5766 bp); das  
Plasmid wurde freundlicherweise von M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg, zur Verfügung gestellt. 
 
#917 enthält die humanisierten L1-und L2-Sequenzen, die durch  
 eine interne Ribosomen Bindungsstelle getrennt sind  
 (8032 bp); das Plasmid wurde freundlicherweise von M.  
 Müller, DKFZ, Heidelberg, zur Verfügung gestellt. 
 
#919 enthält das L1-Gen in Fusion mit dem E7-Gen und der  
 Sequenz für ein nukleäres Lokalisationssignal (5890 bp). 
das Plasmid wurde freundlicherweise von M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg, zur Verfügung gestellt. 
 
E7#30/ E7#40 enthalten die BamHI/XbaI-E7-PCR-Fragmente der  
 verschiedenen Klone nach Einklonierung in  
2 Material und Methoden 41 
pBluescriptÒ KS (+); die Plasmide wurden in dieser Arbeit 
erstellt. 
 
pAE7_60 enthält das E7-Wildtyp Gen, das für die Aminosäuren 1-60 
kodiert, im pA-EUA2-Amplicon-Plasmid (8123 bp); das 
Plasmid wurde in dieser Arbeit erstellt. 
 
pAE7F  NheI/NotI- HPV-16-E7 Wildtyp-PCR-Fragment mit C-
terminalem Flag-Tag in pA-EUA2 einkloniert (8031 bp). 
 
pAE7HF Ligation des NheI/NotI E7-Wildtyp PCR-Fragmentes,  
 welches N-terminal über einen His-Tag und C-terminal über 
einen Flag-Tag verfügt, in pA-EUA2 (8046 bp). 
 
pAE7D35HF Klonierung des NheI/NotI-HPV-16-E7 Wildtyp-PCR- 
 Fragmentes in pA-EUA2. Im E7-Gen wurden die Sequenzen  
 der N-terminalen 35 Aminosäuren deletiert und N-terminal  
 ein  His-Tag und C-terminal ein Flag-Tag eingeführt  
 (7947 bp). 
 
pAE7hu60 Insertion der humanisierten Sequenz von Aminosäure 1-60  
 des E7-Gens in pA-EUA2. Das E7-Gen verfügt C-terminal 
 über die Sequenzen für eine Thrombin-Schnittstelle, ein 
 H-POL-Epitop sowie für einen Myc-Tag und einen His-Tag  
 (8046 bp); das Plasmid wurde in dieser Arbeit erstellt. 
 
pAgCE7hu60 NheI/NotI-gCE7hu60-Fragment aus pgCE7hu60 in pA-EUA2  
kloniert (9192 bp); das Plasmid wurde in dieser Arbeit 
erstellt. 
 
pAL1 NheI/NotI-L1-Fragment aus pCI-neo/L1 in den NheI/NotI  
geöffneten pA-EUA2-Vektor einkloniert (9270 bp); das 
Plasmid wurde in dieser Arbeit erstellt. 
 
pAL1E7 L1E7-Fragment (HindIII mit dNTPs aufgefüllt/XbaI) aus  
pUF3#826 in pA-EUA2 einkloniert (9443 bp); das Plasmid 
wurde in dieser Arbeit erstellt. 
 
pAL1NE7 HincII/XbaI-L1NE7-Fragment aus #919 in pA-EUA2  
einkloniert (9390 bp); das Plasmid wurde in dieser Arbeit 
erstellt. 
 
pAL1-L2 L1-L2-Blunt-End-Fragment (AflII/EcoRI, beide Schnittstellen  
 mit dNTPs aufgefüllt) aus #917 in den ebenfalls Blunt- 
End geöffneten pA-EUA2-Vektor einkloniert (11380 bp); das 
Plasmid wurde in dieser Arbeit erstellt. 
 
pAVP22E7hu60 Insertion des NheI/NotI-VP22E7hu60-Fragmentes aus  
 pVP22E7hu60 in NheI/NotI-geöffneten pA-EUA2-Vektor  
kloniert (8963 bp); das Plasmid wurde in dieser Arbeit 
erstellt. 
 
pCI-neo/L1 XbaI/HincII-L1-Fragment in XbaI/SmaI pCI®-neo kloniert; 
das Plasmid wurde in dieser Arbeit erstellt. 
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pEBHICP27 ICP27 exprimierendes EBV Replicon-Plasmid; das Plasmid 
enthält das gesamte ICP27-Gen zusammen mit dessen 
eigenem Promotor und PolyA-Signal, sowie EBNA1 und oriP-
Sequenzen des Epstein–Barr-Virus (EBV), (Saeki et al., 
2001). 
 
pVP22E7hu60 Das E7hu60-Gen wurde durch eine Dreierligation des  
  BamHI/PstI-Fragmentes von E7#40, des PstI/XbaI- 
 Fragment von E7#30 und des  BamHI/XbaI geöffneten 
pVP22MHNheI/NotI-Vektors dargestellt (6617 bp); das 






fHSVDpacD27 0+ Bakterielles Artifizielles Chromosom. Ermöglicht die  
  Propagation herpesviraler BAC-DNA in Bakterien und die  
  Expression herpesviraler Proteine in höheren Zellen zum  
  Zwecke der Verpackung von Amplicon-Plasmiden. Im 
  enthaltenen HSV-1-Genom ist die Verpackungssequenz
 und das ICP27-Gen deletiert; es enthält aber eine 
 doppelte ICPO-Sequenz. Es verfügt über zwei Kopien des  
  Kanamycin-Resistenzgens sowie über eine Chloramphenicol- 
  Resistenz (~ 178 kbp). Die das BAC enthaltenden Bakterien 
  wurden freundlicherweise von Dr. Y. Saeki, Harvard  
  Universität, Cambridge, zur Verfügung gestellt. 
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2.1.12 Nukleotide und Oligonukleotide 
 
Nukleotide: 
dNTPs  Pharmacia, Freiburg 
 




E7A (81 bp): AAGGGATCCGGCGCCAGCATGCATGGCGATACCCCTACACTGC 
  ACGAATACATGCTCGATCTGCAGCCCGAGACGACCGAC 
 
E7B (80 bp): GGGCCATCGATTTCGTCCTCCTCCTCGGAGCTGTCGTTCAGCTG 
  CTCATAGCAGTAGAGGTCGGTCGTCTCGGGCTGCAG 
 
E7C (79 bp): GAGGACGAAATCGATGGCCCCGCTGGCCAAGCAGAACCGGACA 
  GGGCCCACTACAACATTGTGACCTTTTGTTGCAAGG 
 
E7D (84 bp): AAACTCTAGAATCTCGGGTTCGCGCTCCCCTCCGCCCTCTTCGG 




GCP1 (forward Primer): AACGCTAGCCGATCCCTCG 
GCP2 (reverse Primer): GGTGGAATTCCGAAACCGG 
 
 
Primer, die in pA-EUA2 binden 
 
SV40P (reverse Primer des SV40 PolyA-Signals): CACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC 
PCIP1 (bindet im CMV-Promotor): CTCTCCACAGGTGTCCACTC 
 
Alle bisher aufgeführten Primer wurden von C.W. Knopf, DKFZ, Heidelberg, konstruiert und 
in der Syntheseeinheit des DKFZ synthetisiert. 
 
 
Primer, die in pBluescript®KS (+) binden 
 
Reverse Primer: GGAAACAGCTATGACCATG 
M13-20 Primer: GTAAAACGACGGCCAGT  
 
 
C-terminaler HSV-1 VP22-Primer 
 
ACFP:  GACGCGGCCACGGCGACTCG 
 
Der ACFP-Primer wurde freundlicherweise von N. Michel, DKFZ, Heidelberg, zur Verfügung 
gestellt. 
    
 
Linker 
NheI-Linker (Lot: 185-137): pGGCTAGCC    New England BioLabs,                                             
NotI-Linker (Lot: 185-157): pTTGCGGCCGCAA              Frankfurt/Main 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Bakterien 
 
E. coli Bakterien wurden entweder auf LB-Agarplatten oder in LB-Medium unter 
Zusatz der entsprechenden Antibiotika bei 37°C kultiviert. Die Agarplatten wurden 
über Nacht im Brutschrank aufbewahrt; die mit je einer Kolonie der Agarplatte 
oder Bakterien einer anderen Suspensionskultur angeimpften Flüssigkulturen 
wurden über Nacht auf einem Schüttler mit ca. 250 rpm geschüttelt. Das Anlegen 
der Glycerolstocks (Kryokonservierung) erfolgte mit frisch aufgewachsenen 
Bakterien aus der Suspensionskultur indem 1500 µl Bakteriensuspension mit 300 µl 
autoklaviertem Glycerol versetzt und bei  -70°C eingefroren wurden. 
 
2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli 
 
2.2.2.1 Minipräparation von Plasmid-DNA („Mini Prep“) 
 
Die Präparation der Bakterien erfolgte gemäß der Vorschrift aus „Current Protocols 
in Microbiology“ (1991), die auf der alkalischen Lysemethode von Birnboim & Doly 
(1979) basiert. 
Dazu wurden 2 ml einer über Nacht aufgewachsenen Suspensionskultur 20 s 
zentrifugiert (13 000 rpm, Biofuge Pico) und der Überstand verworfen. Das 
Bakterien-Präzipitat wurde in 100 µl kaltem GTE-Puffer (enthält 100 µg/ml RNase)  
resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl 
0,2 N NaOH/1%-SDS-Lösung wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert, anschließend  
150 µl K-Acetat-Puffer zur Fällung der Proteine zugesetzt und erneut 5 min auf Eis 
belassen. Das Präzipitat wurde 3 min (13000 rpm, Biofuge Pico) zentrifugiert und 
der Überstand in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Zur Entfernung der 
Proteinkontamination erfolgte eine Phenolextraktion. Dazu wurde der Überstand im 
Verhältnis 1:1 mit Rotiform® versetzt, mit dem Vortex-Rüttler gemischt und 
anschließend bei 4°C (13000 rpm, 5 min, Sigma202MK-Zentrifuge) bis zur 
Phasentrennung zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde zur Fällung der DNA  mit 
800 µl eiskaltem absolutem Ethanol versetzt, präzipitiert und das Pellet mit 
Ethanol 80% gewaschen. Die DNA wurde in einem geeigneten Volumen TE-Puffer 
(20-30 µl) aufgenommen und bei 4°C gelagert. 
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2.2.2.2 Midipräparation von Plasmid-DNA („Midi-Prep“) 
 
200 ml einer über Nacht aufgewachsenen Flüssigkultur wurden in 4 x 50 ml Ansätze 
aufgeteilt und bei 4°C zentrifugiert (15 min, 4000 rpm, Heraeus-MinifugeT). Die 
Überstände wurden verworfen und jeder Ansatz mit Hilfe des „QIAfilter™ Plasmid 
Midi Kit“ gemäß des Herstellerprotokolls präpariert. Abweichend vom Protokoll 
wurde jedoch nur eine einzige Säule für alle vier Ansätze verwendet um die DNA zu 
konzentrieren.  Die gewonnene DNA wurde in einem geeigneten Volumen TE-Puffer 
(50-200 µl) aufgenommen und photometrisch vermessen. 
 
2.2.2.3 Isolierung von HSV-1-BAC-DNA aus E. coli 
 
Mit Hilfe der Impföse wurden DH10B/fHSVDpacD27 0+ Bakterien auf einer 
Agarplatte (enthielt 15 µg/ml Chloramphenicol und 20 µg/ml Kanamycin) 
ausgestrichen, bei 37°C über Nacht kultiviert und am darauffolgenden Tag von 
einer Kolonie eine 5 ml Über-Nacht-Kultur angelegt. Am nächsten Tag wurden 500 
ml LB-Medium (+15 µg/ml Chloramphenicol und 20 µg/ml Kanamycin) mit 0,5 ml 
der 5 ml Über-Nacht-Kultur angeimpft und erneut über Nacht unter Schütteln bei 
37°C im Fernbach-Kolben aufgewachsen. Die Aufarbeitung der Suspensionskultur 
erfolgte mit Hilfe des „NucleoBond®Bac-Kit“ gemäß den Angaben des Herstellers. 
Die erhaltene BAC-DNA wurde mit 300 µl TE-Puffer versetzt und über Nacht unter 
langsamem Schütteln (50 rpm) bei 4°C gelöst und nach photometrischer 
Vermessung bei 4°C aufbewahrt. 
 
 
2.2.3 Analyse von Plasmid- und BAC-DNA 
 
2.2.3.1 Photometrische Bestimmung  
 
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsäuren beruht darauf, 
dass diese im UV-Bereich von 260 nm ein Absorptionsmaximum aufweisen. Das 
Maximum der Proteine ist dagegen um 20 nm in Richtung des langwelligen 
Bereiches, zu 280 nm verschoben. Somit lässt sich aus dem Quotienten der 
Absorption bei 260 und 280 nm (A260/280) der Reinheitsgrad der DNA bestimmen. Für 
reine Nukleinsäuren liegt der Wert zwischen 1,8 und 2,0. Bei 260 nm entspricht 
eine Absorption von 1 bei einer Schichtdicke d = 1 cm je einer Konzentration von 50 
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µg/ml dsDNA, 33 µg/ml ssDNA und 40 µg/ml RNA. Zur Bestimmung der 
Konzentration wurde die DNA für die Probe stets 1:100 verdünnt und gegen das 




Die spezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen wird  sowohl zur 
Charakterisierung als auch zur Gewinnung von Fragmenten angewendet. 
Üblicherweise wurden pro Reaktionsansatz 0,5 ~1 µg DNA  in einem Gesamtvolumen 
von 20 µl mit 5-10 Units Restriktionsenzym für 2 h bei der vom Hersteller 
angegebenen Temperatur und mit den angegebenen Puffern umgesetzt. Die 




Die Auftrennung der DNA zur Charakterisierung oder Fragmentisolierung erfolgte 
mittels Agarose-Gelelektrophorese (Hayward & Smith, 1972) in horizontalen 
Plattengelen (Sharp et al., 1973).  Für die Beladung wurden die Verdauungsansätze 
mit 1/10 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt. Größere DNA-Fragmente (> 4000 bp) 
wurden in 0,8%igen Gelen, kleinere Fragmente  bis zu 200 bp je nach erwarteter 
Größe in 1,5%-2,0%igen Agarose-Gelen aufgetrennt. Jeder Lauf erfolgte 
standardmäßig bei 120 V in 1x TAE-Puffer und mit einem passenden DNA-
Größenstandard. Die DNA-Agarose-Gele wurden mit Ethidiumbromid-Lösung (5 
µg/ml) gefärbt und im UV-Licht bei 254 nm bzw. 366 nm fotografiert.  
 
 
2.2.4 Konzentrierung und Reinigung von DNA 
 
2.2.4.1 Konzentrierung von DNA-Lösungen 
 
Falls notwendig wurden DNA-Lösungen gemäß Stafford & Bieber (1975) durch 
Extraktion mit 2-Butanol eingeengt. Kleinere Volumina bis zu 100 µl wurden durch 
Zentrifugation im Lyophilisator (Speed Vac-Concentrator, Fa. Bachofer, Reutlingen) 
bis zum gewünschten Volumen oder bis zur vollständigen Trockene eingeengt. 
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2.2.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 
 
Zu präparativen Zwecken wurden ~2 µg DNA verdaut, die Proben in möglichst 
breite Geltaschen geladen und nach der Auftrennung im Agarose-Gel mit Hilfe der 
DEAE-Nylon-Elektroelutions Methode (Winberg et al., 1980; Dretzen et al., 1981) 
isoliert. 
Die DEAE-Nylon-Membran wurde vor Gebrauch gepuffert, indem sie zuerst 10 min in 
10 mM EDTA pH 7,6, dann 5 min in 0,5 M NaOH geschwenkt und anschließend mit 
Wasser gespült wurde. Die vorgeschnittene Membran wurde bei 4°C in TE-Puffer 
aufbewahrt.  
Unter Betrachtung des Gels bei längerwelligem UV-Licht (366 nm!!) wurde seitlich 
vor die zu isolierende Bande (90° gedreht zur Laufrichtung) mit dem Skalpell ein 
feiner Schnitt angebracht und die DEAE-Membran direkt vor der Bande eingesetzt. 
Das Agarose-Gel wurde anschließend um 90° gedreht in die 
Elektrophoreseapparatur eingesetzt und die Elektrophorese bei 120 V fortgesetzt, 
bis die DNA-Bande vollständig auf der Membran gebunden war. Zur Elution der DNA 
wurde die Membran je 30 min bei 65°C in 200 µl 2 M NaCl-Lösung und anschließend 
in 200 µl 10 M Ammoniumacetat-Lösung unter mehrmaligem Schütteln mit dem 
Vortex-Rüttler inkubiert. Nach Vereinigung beider Lösungen wurde die DNA mit 1 
ml absolutem Ethanol gefällt, mit 80%igem Ethanol gewaschen und je nach 
Verwendungszweck in einem geeigneten Volumen (10-20 µl) TE-Puffer oder Wasser  
aufgenommen. 
 
2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) für die Kodon-Optimierung von E7 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte PCR unterscheidet sich in Teilen etwas 
von einer Standard-PCR, da sehr lange Primer mit ~80 bp verwendet wurden und 
die Primer auch gleichzeitig als Matrize dienten (siehe auch Abb. 3.1-4). Der 
überlappende Bereich zwischen den einzelnen Primern betrug ~20 bp. Die 
Reaktionen wurden als Warmstart-Reaktionen durchgeführt, das heißt, die 
Polymerase wurde erst nach dem initialen Denaturierungs- und während des 
initialen Hybridisierungs-Schrittes zugesetzt. Darum war es notwendig stets 
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DNA-Mix 
10x Pwo-Reaktionspuffer 2,50 µl 
5’-Primer (1 od. 10 µM) 0,5 od. 5µl 
3’-Primer (1 od. 10 µM) 0,5 od. 5µl 
dNTPs (jedes 5 mM) 2 µl 
DMSO 0%, 5% od. 10%  




10x Pwo-Reaktionspuffer   2,50 µl 
Pwo-Polymerase 5 U/µl   0,25 µl 
H2O ad 25 µl 
 
Je nach Ansatz wurde mit zwei oder vier Primern im DNA-Mix gearbeitet. Bei 
Verwendung von vier Primern wurden die Außenprimer in einer zehnfach höheren 
Konzentration eingesetzt (siehe auch 3.1.3.1). 
Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Temperatur-Zeit-Schema: 
 
 
Denaturierung, initial                          94°C  2 min 
Hybridisierung, initial TM-5°C  4 min+ 
Denaturierung, zyklisch    94°C  30 s 
Hybridisierung TM-5°C  30 s  35 Zyklen 
Synthese, zyklisch    72°C  15 s * 
Synthese, final    72°C  5 min 
Kühlphase           0°C             8 
+ Nach 1 min Laufzeit wurde der Pol-Mix zum DNA- Mix dazugegeben und die Reaktion fortgesetzt. 
* pro Zyklus erfolgte 1 s Extension der Synthesephase 
 
 
Die Hybridisierungs-Temperatur ist von der Länge und der Basenzusammensetzung 
der Primer abhängig und sollte etwa 5°C unter der Schmelztemperatur TM der 
Primer liegen. TM errechnet sich wie folgt: TM = (A+T)x2°C + (G+C)x4°C. Zur 
Berechnung der Hybridisierungs-Temperatur wurden nur die 20 überlappenden 
Basenpaare berücksichtigt. Bei der zur Kodon-Optimierung von E7 angewandten 
PCR handelt es sich um eine zweischrittige Reaktion: für Schritt 1 wurde eine 
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2.2.6 Modifikation von DNA 
 
2.2.6.1 Erzeugung glatter Enden mit Hilfe des DNA-PolI-Klenow-Fragmentes 
 
Zur Ligation nicht-kompatibler Vektor-und DNA-Fragmente wurden die DNA-Enden 
mit überhängenden 5’-Gruppen mit PolI-Klenow-Fragment zu glatten Enden 
aufgefüllt. Dazu wurde nach Beendigung des Restriktionsverdaus das 
Restriktionsenzym im Reaktionsansatz (20 µl) inaktiviert (20 min, 65°C), 0,8 µl 
dNTPs (jedes 0,5 mM) und 3-4 Units Klenow-Fragment (c = 1 Unit/µl) zugesetzt und 
15 min bei 30°C inkubiert. Anschließend erfolgte die Inaktivierung des Klenow-
Fragmentes durch 10 minütige Inkubation bei 75°C.  
 
2.2.6.2  5’-Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
 
Die Selbstligation der Vektorfragmente wurde durch einen 5’-Dephosphorylierungs-
Schritt mit Alkalischer Phosphatase minimiert. Dazu wurde nach der 
Restriktionshydrolyse der  Reaktionsansatz mit 1x SAP-Puffer versetzt und zweimal 
mit 1 µl Alkalischer Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase= SAP; 1 Unit/µl) je 
30 min bei 37°C inkubiert. Die SAP kann im Gegensatz zur Alkalischen Phosphatase 
aus Kälberdarm (CIP) leicht inaktiviert werden (65°C, 20 min), so dass auch direkt 




Zur Ligation wurden die zu inserierenden Fragmente im Vergleich zum Vektor stets 
im doppelten bis dreifachen Überschuss eingesetzt. Der gesamte Reaktionsansatz 
hatte ein Volumen von 10 µl und enthielt neben den Fragmenten noch 1x T4-DNA-
Ligase-Puffer sowie 400 NEB-Units T4-DNA-Ligase für Fragmente mit kohäsiven 
Enden bzw. 4000 NEB-Units für Fragmente mit glatten Enden (1 NEB-Unit entspricht 
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Für die Transformation von DNA in Bakterien wurden je 1,5 µl des Ligase-
inaktivierten  Ligationsansatzes  mit 50 µl elektrokompetenten E. coli-Bakterien 
(MC 1061, DH5a) auf Eis gemischt und in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette 
mit 2 mm Elektrodenabstand gegeben. Die Zellen wurden mit der Einstellung EC1 
(Micropulser™ 2,5 kV, 25 µF und 200 O) elektroporiert und direkt im Anschluss mit 
800 µl eisgekühltem LB-Medium versetzt. Die so transformierten Bakterien wurden 
1 h bei 37°C unter Schütteln aufgewachsen und abschließend auf eine, das 
entsprechende Antibiotikum enthaltende LB-Agarplatte ausgestrichen.  
 
2.2.7.2 Transformation mit chemisch-kompetenten Bakterien 
 
Zur Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Bakterien (hergestellt mit ROTI®-
Transform-Kit) wurden 5 µl des inaktivierten Ligationsansatzes mit 200 µl Bakterien 
gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Reaktionsansatz 3 min bei 
42°C im Wasserbad hitzegeschockt und anschließend direkt mit 1 ml  
vorgewärmtem LB-Medium versetzt und 1 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 
Anschließend wurden 50-300 µl der Zellsuspension auf einer mit den 
entsprechenden Antibiotika versetzten LB-Agarplatte ausplattiert. Bei Ligationen, 
die erfahrungsgemäß eine geringe Effizienz aufweisen (z.B. Ligationen mit glatten 
Enden), wurde die Bakteriensuspension milde zentrifugiert (1 min, 4000 rpm, 
Biofuge Pico, Heraeus), die Bakterien in 100 µl LB-Medium aufgenommen und 
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2.3 Biochemische Methoden 
 
2.3.1 Gewinnung von Proteinextrakten aus Säugerzellen  
 
Zur Gewinnung von Extrakten aus Säugerzellen wurden die Zellen in der Regel 1-2 
Tage nach Transfektion oder Infektion aufbereitet. Dazu wurde das Medium 
vorsichtig abgenommen und der Zellrasen 2x mit eiskaltem PBS gewaschen, ohne 
die Zellen dabei abzuspülen. Anschließend wurde der Zellrasen mit einem Zell-
Schaber abgeschabt, in 1-2 ml PBS aufgenommen und sofort auf Eis gekühlt. Die 
Zellen wurden sedimentiert (13000 rpm, 1 min, 4°C) und in 75 µl Protease-
Inhibitor-enthaltendem Wasser und 25 µl 4x Lämmli-Probenpuffer aufgenommen. 
Anschließend wurden die Zellen auf Eis mittels dem in die Probe eintauchenden 
Mikrotip (3 x 2 s; Branson „Sonifier“ 250, Mikrotip-Einstellung Stufe 3-4) 
aufgebrochen. Die Zelltrümmer wurden mit 13000 rpm, 5 min bei 4°C 
abzentrifugiert (Sigma-Zentrifuge 202 MK) und der Überstand  bis zur Analyse in der 
SDS-PAGE bei –20°C aufbewahrt. 
 
2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Auftrennung der Proteine gemäß ihrem Molekulargewicht erfolgte unter 
Verwendung des diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gels nach Laemmli (1970). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde standardmäßig ein 5%iges Sammelgel und je nach 
Proteingröße ein 7,5%iges oder 15%iges-Trenngel verwendet. Die Gelelektrophorese 
fand bei ~130 V in 1x PAA-Puffer statt. Die Proben wurden vor dem Gelauftrag 5 
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Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese mit Hilfe der 
Filterblot-Technik (Kyhse-Andersen, 1984) elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose  
Membran (Protran ® BA 79 oder BA 83) übertragen. Dazu wurde der Blot in der 
Horizontal-Blotkammer (Cti, Idstein) folgendermaßen von unten (= Anode) nach 
oben (= Kathode) aufgebaut:  
3 Lagen in Transferpuffer getränktes Filterpapier (3MM, Whatman), die in 
Transferpuffer getränkte Nitrocellulose-Membran, das in Transferpuffer mindestens 
10 min equilibrierte SDS-Gel und zuletzt noch einmal 3 Schichten in Transferpuffer 
getränktes Filterpapier. Die Übertragung erfolgte bei maximaler Spannung und 
einer Stromstärke von 1 mA/cm2 für 1-2 h. Nach Ende des Proteintransfers wurde 
die Membran 2 h bei Raumtemperatur in Blocklösung geschwenkt, 2x kurz mit PBS-
0,05%-T gewaschen und über Nacht mit dem ersten Antikörper bei 4°C unter 
Schwenken inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Membran 6 x 3 min mit PBS-
0,3%-T gewaschen und für 1 h bei Raumtemperatur mit dem zweiten, Peroxidase-
gekoppelten Antikörper (immer 1:5000-Verdünnung) inkubiert. Alle Antikörper 
wurden in PBS-0,05%-T + 5% Magermilchpulver gelöst. Es erfolgte erneut ein 
Waschschritt mit PBS-0,3%-T für je 6 x 3 min. Die so markierten Proteine wurden 
mittels Chemolumineszenz (Western-Lightning™Chemoluminescence Reagent PLUS, 
Fa. Perkin-Elmer) nach Auflegen eines Röntgen-Films detektiert. 
 
2.4.2  Immunfluoreszenzmikroskopie 
 
Die Immunfluoreszenz erlaubt im Vergleich zur Western-Blot-Analyse auch eine 
Aussage bezüglich der Lokalisation der untersuchten Proteine in der Zelle. Dazu 
wurden Säugerzellen auf Coverslips angezüchtet, welche zuvor mit einem Tropfen 
FCS in 35 mm Schalen festgeklebt worden waren. Die Zellen wurden wie unter 
2.5.3 und 2.6.1 beschrieben transfiziert bzw. infiziert. 1-2 Tage nach Transfektion 
bzw. Infektion wurden die Coverslips 3x mit 700 µl kaltem PBS vorsichtig 
gewaschen und anschließend mit je 500 µl PFA 4%, 20 min bei 4°C fixiert. Die 
Zellen wurden mit je 700 µl Triton-X-Lösung 0,2% (5 min bei RT) permeabilisiert.  
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Danach wurden die Coverslips 3x mit je 700 µl kaltem PBS gewaschen, anschließend 
30 min bei 37°C mit der Blocklösung (10% FCS in PBS) inkubiert und erneut 
gewaschen (siehe oben). Zur Inkubation mit dem ersten Antikörper wurden die 
Coverslips mit der Zell-bewachsenen Seite in 10 µl Antikörper-Verdünnung gelegt 
und 1 h bei 37°C inkubiert, erneut 2x gewaschen und 1 h bei 37°C mit dem 
Rhodamin-oder TRITC-gekoppelten Zweitantikörper (10 µl der 1:100-Verdünnung) 
inkubiert. Die Antikörper wurden stets in 2% FCS/PBS-Lösung verdünnt. Nach dem 
letzen Waschschritt wurden die Coverslips je 1x kurz mit Wasser und Ethanol 
gewaschen, an der Luft getrocknet und in einen Tropfen Aquamount auf 
Objektträgern fixiert (Zellseite muss im Mounting–Medium liegen!!). Die so 
gewonnen Proben konnten über einen längeren Zeitraum bei 4°C im Dunkeln 
aufbewahrt werden. Die Analyse der Proben erfolgte mittels konfokaler 




Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent 
Assay) basiert auf der Vorschrift von Müller et al. (1997). Im Antigen-Capture-ELISA 
wird mittels eines Erstantikörpers das zu untersuchende Antigen gebunden. Nach 
Zugabe des Antigen-detektierenden Zweitantikörpers, welcher mit Hilfe eines 
Peroxidase-gekoppelten Antikörpers markiert wird, erfolgt der indirekte Nachweis 
des Antigens durch Peroxidase-katalysierte Umsetzung eines Substrates und 
Messung der Absorption des entstandenen Produktes. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden HPV-16-L1-VLPs und das gCE7hu60-Protein der 
Virushülle des pAgCE7hu60-Amplicons untersucht. Sowohl die L1-VLPs als auch die 
pAgCE7hu60-Amplicons waren zuvor über einen Rohrzucker-Dichtegradienten 
gereinigt worden. 
Dazu wurden 96-Loch Platten über Nacht bei 4°C auf der Wippe mit 50-100 µl des 
Erstantikörpers beschichtet. Am nächsten Morgen wurden die Platten 10x mit je 
100 µl/Loch PBS-0,05%-T gewaschen. Zur Absättigung unspezifischer Bindungen 
wurde mit je 200 µl/Loch Blocklösung  1 h bei Raumtemperatur auf dem Rockomat 
inkubiert, anschließend erneut 10x mit PBS-0,05%-T gewaschen und je 50-100 
µl/Loch der jeweiligen Fraktion des Rohrzuckergradienten, sowie der Positiv - und 
Negativkontrollen in die einzelnen Löcher pipettiert und erneut 1 h bei 
Raumtemperatur wie oben beschrieben inkubiert. Nachdem wieder 10x mit PBS-
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0,05%-T  gewaschen wurde, folgte die Inkubation mit 100 µl des Zweitantikörpers (1 
h bei Raumtemperatur auf dem Rockomat). Der Zweitantikörper wurde mit Hilfe 
eines Spezies-spezifischen Peroxidase-gekoppelten Antikörpers markiert. Nach dem 
letzten Waschschritt (wie oben beschrieben) wurden je 100 µl der ABTS-
Substratlösung/Loch zugegeben, welche nach Umsetzung zum oxidierten Radikal-
Kation bei 405 nm ein Absorptionsmaximum zeigt. Die Messung der Absorption 
erfolgte mit Hilfe des ELISA-Readers bei 405 nm.  
Der zum Beschichten verwendete Antikörper wurde zum Nachweis der L1-VLPs in 
2,5% Magermilch-PBS-0,05%-T Lösung, und zur Detektion des E7hu60-Proteins in 
Coating-Puffer verdünnt. Alle anderen Antikörper wurden in 2,5% Magermilch-PBS-
0,05%-T Lösung verdünnt. 
 



















L1-VLPs 1: 4000 
 
Ziege-a-Kaninchen-POX 
1 : 4000 
 
E7hu60 in gCE7hu60 der 
Virushülle 
 






1 : 4000 
 
* POX-gekoppelter-Antikörper = Peroxidase-gekoppelter-Antikörper  
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2.5 Zellbiologische Methoden 
 
2.5.1 Kultivierung von Säugerzellen 
 
Die unter 2.1.10.3 aufgeführten Säugerzelllinien wurden als adhärente Monolayer-
Kulturen in Schalen oder Flaschen bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit mit 
den entsprechenden D-MEM-Medien (siehe 2.1.9) kultiviert. Je nach 
Wachstumsverhalten der einzelnen Zelllinie wurde diese zur Stammhaltung 
zweimal wöchentlich im Verhältnis 1:4 - 1:40 unter sterilen Bedingungen 
subkultiviert. 
 
2.5.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
 
Zur Gewinnung von Zellen zur dauerhaften Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff 
wurden standardmäßig sechs 75 cm2 Flaschen der jeweiligen Zelllinie bis zur 
Konfluenz des Zellrasens aufgewachsen, dann trypsiniert und die Zellen bei 1800 
rpm, 4°C, 10 min (Heraeus Minifuge RF) pelletiert. Das Zellpellet wurde in je 3 ml 
Einfriermedium (10% DMSO in FCS) pro Flasche aufgenommen und in Aliquots à 1 ml 
in Kryoröhrchen überführt. Um einen schonenden Einfriervorgang mit möglichst 
geringer Kristallbildung zu gewährleisten, wurden die Zellen zuerst mit Hilfe einer 
mit  Isopropanol gefüllten Box bei –70°C eingefroren und einen Tag gelagert, bevor 
sie endgültig im flüssigen Stickstoff verwahrt wurden. 
 
2.5.3 Transfektion von Plasmid-DNA in Säugerzellen 
 
Zur Transfektion von Plasmid-DNA in Säugerzellen wurden ~50%-konfluente Zellen 
mit Hilfe von Fugene® oder Lipofectamine™ und Lipofectamine Plus™-Reagenz 
gemäß des Herstellerprotokolls transfiziert.  
Da bei Verwendung von Fugene® laut Hersteller verschiedene Verhältnisse von DNA 
(µg) : Fugene®-Reagenz (µl) möglich sind, wurden einige Vorversuche zur 
Transfektionseffizienz durchgeführt. Dazu wurden die DNA (µg) : Fugene®-Reagenz 
(µl) Verhältnisse 1:1, 3:1 und 6:1 eingesetzt und anhand der Betrachtung der EGFP-
Expression eines Kontrollplasmides im Fluoreszenz-Mikroskop die Transfektions-
effizienz bestimmt. Da das Verhältnis von 6:1 das beste Resultat lieferte, wurde es 
standardmäßig für alle Transfektionen eingesetzt.   
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2.6 Virologische Methoden 
 
2.6.1 Infektion von Säugerzellen 
 
Die Virusstammsuspensionen wurden in Kulturmedium auf die entsprechenden 
Konzentrationen eingestellt und auf den konfluenten Zellrasen pipettiert. Nach 
einer Adsorptionsphase von 1 h bei 37°C im Brutschrank wurde die Virussuspension 
abgesaugt und die Zellen mit dem entsprechenden Medium versetzt. Zur 
Kultivierung infizierter Zellen wurde standardmäßig D-MEM mit 5% FCS und 1% 
Penicillin/Streptomycin verwendet.  
 
Tab. 2.6-1 Übersicht der für die HSV/Amplicon-Infektion verwendeten Volumina an Viruslösung 
und Medium im jeweiligen Kulturgefäß  
 
Kulturgefäß               Virusinokulum D-MEM 5% FCS/ 1% P/S* 
12-Loch-Platte                   0,10   ml                   1  ml 
6-Loch-Platte                   0,25   ml                   2  ml 
35-mm-Schalen                   0,20   ml                   2  ml 
25-cm2-Flasche                   1,00   ml                 10  ml 
94-mm-Schale                   1,50   ml                   8  ml 
75-cm2-Flasche                   2,00   ml                 20  ml 





2.6.2. Anlegen einer Virusstammsuspension 
 
2.6.2.1 Gewinnung von HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ 
 
Zur Propagation von HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ erfolgte die Infektion der 
jeweiligen Zelllinie mit einer MOI von 0,01 pfu (plaque forming unit)/Zelle wie 
unter 2.6.1 beschrieben. Die Gewinnung der Amplicons wird unter 2.6.2.2 
gesondert besprochen. Die HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ  infizierten Zellen wurden 
nach 3-4 Tagen (Durchinfektion) ins Medium abgeschabt. Die Zellen und Zell-
trümmer wurden 10 min bei 4°C und 3000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand 
wurde bis auf einen kleinen Rest (0,5-2 ml), in dem das Pellet resuspendiert wurde, 
verworfen. Die in den Zellen enthaltenen Virionen wurden durch Ultraschall-
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behandlung im Eiswasserbad (3 x 1 min) gewonnen. Zwischen den Beschallungs-
intervallen wurden die Viruslysate immer 1 min auf Eis gekühlt. Nach Entfernen der 
Zelltrümmer (10 min, 4°C, 3000 rpm, Heraeus Minifuge RF) wurden die Überstände 
bei –70°C als Virusstammsuspensionen aufbewahrt. Zur Gewinnung von HSV-1 LaL 
wurden BHK21-Zellen, zur Propagation von HSV-1 LaLDJ wurden BHK-CINA6-Zellen 
infiziert.  
 
2.6.2.2 Gewinnung von Amplicons 
 
Amplicons wurden mit Hilfe von HSV1-LaL, HSV-1 LaLDJ oder mit HSV-1 BAC 
gewonnen. Bei der Verpackung mit HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ wurden die Zellen 
mit dem jeweiligen Amplicon-Plasmid transfiziert und anschließend mit Helfervirus 
überinfiziert. Da es sich bei HSV-1 BAC nur um DNA handelt, fand in diesem Fall 
eine Kotransfektion des Amplicon-Plasmides mit der BAC-DNA statt. Die Gewinnung 
der einzelnen Amplicon-Stammlösungen wurde wie folgt durchgeführt: 
 
Verpackung mit HSV-1 LaL 
Zur Verpackung mit HSV-1 LaL wurden etwa 50% konfluente BHK21 Zellen mit der 
vom Hersteller empfohlenen Menge an DNA mittels Fugeneâ oder Lipofectamineâ + 
Plus Reagenzâ wie unter 2.5.3 beschrieben transfiziert. Einen Tag p.T. wurde der 
Transfektionserfolg unter dem Fluoreszenzmikroskop anhand der EGFP-Expression 
überprüft und anschließend mit HSV-1 LaL (MOI 0,1) überinfiziert. Nach weiteren 
48 h erfolgte wie unter 2.6.2.1 beschrieben die Virusernte (Schritt 1). Zur 
Bestimmung des Amplicontiters diente das EGFP-Assay (siehe 2.6.3.1) auf Rita-
Zellen. Die Helferkontamination wurde nach Titration in einem Plaque-Assay (siehe 
2.6.3.2) auf Rita Zellen errechnet.  
Zur Entfernung der Helferviren und zur Amplicon-Anreicherung wurden TE CRE30-
Zellen mit einer MOI von 0,1 bezogen auf den Helfer infiziert und nach 48 h erneut 
ein Viruspool gewonnen (Schritt 2). Die Bestimmung des Amplicon-Titers sowie der 
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Verpackung mit HSV-1 LaLDJ 
Die Verpackung mit HSV-1 LaLDJ wurde analog zur Verpackung mit HSV-1 LaL 
durchgeführt. Allerdings unterschieden sich die verwendeten Zelllinien und die 
eingesetzten MOIs:  
In Schritt 1 erfolgte die Transfektion des Amplicon-Plasmides, und die 
Überinfektion mit HSV-1 LaLDJ (MOI 0,25) in BHK-CINA6-Zellen. Zur Titer-
Bestimmung der Amplicons und der Helferkontamination wurden E5-Zellen 
verwendet. 
Zur sich anschließenden Reinigung der Virusstammlösung in Schritt 2 wurden TE- 
CRE GRINA129-Zellen mit einer MOI von 1 bezogen auf das Helfervirus infiziert und, 
wie schon zuvor beschrieben, geerntet und auf E5-Zellen titriert. 
 
Verpackung mit HSV-1 BAC 
Die Verpackung des jeweiligen Amplicon-Plasmides erfolgte in Vero 2-2-Zellen. Zum 
Einschleusen der sehr großen BAC-DNA (178 kbp) in Vero 2-2-Zellen wurde das 
Transfektionsprotokoll von Lipofectamin™ gemäß der uns zur Verfügung gestellten 
Vorschrift von Y. Saeki modifiziert. Dazu wurde die BAC-DNA, das Amplicon-
Plasmid, das pEBHICP27-Plasmid und das Lipofectamine Plus™-Reagenz in der 
entsprechenden Menge D-MEM gelöst und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert 
(Lösung 1). Anschließend wurde Lösung 2, bestehend aus Lipofectamine™ und der 
entsprechenden Menge D-MEM zugesetzt und nach Durchmischen mit Lösung 1 
erneut 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der so hergestellte 
Transfektionsansatz wurde mit der entsprechenden Menge an D-MEM verdünnt und 
auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 3-4 h bei 37°C, 5% CO2 und 
100% Luftfeuchtigkeit wurde der Transfektionsansatz abgenommen, die Zellen 1x 
mit Medium gewaschen und anschließend mit D-MEM supplementiert. Die für die 
Transfektion verwendeten Mengen/Schale sind in Tab. 2.6-2 aufgeführt. Sowohl für 
die Transfektion als auch zur Supplementierung der Zellen wurde D-MEM mit 2% 
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        Lösung 1 
 








       60  
 
  2   µg   BAC-DNA 
  0,6 µg   Amplicon-Plasmid 
  0,2 µg   pEBHICP27-Plasmid 
10,0 µl     Plus™-Reagenz 
ad 250 µl D-MEM  
 
 
16 µl Lipofectamine® 






       94 
 
  4,80  µg  BAC-DNA 
  1,44  µg  Amplicon-Plasmid 
  0,48  µg  pEBHICP27-Plasmid 
24       µl   Plus™-Reagenz 
ad 600 µl D-MEM  
 
 
38,4 µl Lipofectamine® 








2.6.3 Titration von Virusstammlösungen 
 
Die Bestimmung des Titers für HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ erfolgte mit Hilfe des 
Plaque-Assays nach Dreesman & Benyesh-Melnick (1967). Der Amplicon-Titer wurde 
durch ein EGFP-Assay nach Saeki et al. (2001) bestimmt. 
Für beide Assays wurden Zellen in einer 12-Loch-Platte ausgesät und bis zur 
Konfluenz kultiviert. Die einzelnen Löcher wurden mit Verdünnungen der 
Virusstammlösungen von 10-1 bis 10-5 sowie mit einer Mock-Kontrolle infiziert (je 
100 µl/Loch). Nach der Adsorptionsphase (1 h, 37°C, 5% CO2, 100% Luft-
feuchtigkeit) wurde das Virusinokulat abgesaugt und die Zellen mit je 1 ml 1,5%-




Das EGFP-Assay dient, wie schon zuvor erwähnt, zur Titration der Amplicon-
Stammlösungen. Dazu wurde 24 h nach Infektion (siehe oben) die Anzahl der 
grünen Zellen pro Flächeneinheit (meist pro Loch) ausgezählt. Daraus errechnete 
sich der Amplicon-Titer in „transducing units/ml“ (tu/ml) wie folgt: Anzahl der 
grünen Zellen/Loch x Verdünnungsfaktor x 10 = Menge an Amplicons (tu/ml). 
Waren z.B. in der 10-5 –Verdünnung 5 grüne Zellen/Loch zu erkennen ergibt sich 
folgender Titer:  
5 x 105 x 10 = 5 x 106 Amplicons (tu/ml). 
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2.6.3.2 Plaque-Assay 
 
Zur Bestimmung des Virustiters mit Hilfe des Plaque-Assays wurden 3 Tage nach 
Infektion die gebildeten Plaques mittels einer Kristallviolett-Färbung sichtbar 
gemacht. Dazu wurde das CMC-Medium abgesaugt, der Zellrasen 2 min mit 4%-iger 
Formalin-Lösung inkubiert, mit Wasser gewaschen und die Zellen durch Zugabe von 
Kristallviolett-Lösung (2 min Inkubation) gefärbt. Nach gründlichem Waschen der 
Titerplatten mit Wasser und anschließendem Trocknen konnte der Titer in „plaque 
forming units/ml“ (pfu/ml) gemäß folgender Formel errechnet werden:  
Anzahl der Plaques/Loch x Verdünnungsfaktor x  10 = Menge an Virus (pfu/ml). 
 
2.6.4 Aufreinigung und Konzentrierung von HSV-1 Viren im Rohrzucker- 
        Dichtegradienten 
 
Zur Aufreinigung von Viren gemäß Größe und Masse aus den Virusstammlösungen 
wurde ein Rohrzucker-Dichtegradient mit 10-50% (m/m) Rohrzucker verwendet. 
Dazu wurden 50, 40, 30, 20 und 10%ige-Lösungen (m/m) von Rohrzucker in PBS 
oder PBS + 1,5 mM MgCl2 hergestellt und je 2,4 ml jeder Lösung in absteigender 
Konzentration in ein 12 ml Ultrazentrifugen-Röhrchen übereinander geschichtet. 
Zur Ausbildung des Gradienten wurden die gefüllten Röhrchen bei –70°C 
eingefroren und erst am Abend vor der Reinigung bei 4°C langsam wieder 
aufgetaut. Um Platz für den Virus-enthaltenden Extrakt zu gewinnen wurde von 
oben ~1 ml der Rohrzuckerlösung entfernt und anschließend vorsichtig 500-800 µl 
Virussuspension auf den Gradienten geladen. Die austarierten Gradienten wurden  
90 min mit 100 000 x g (entspricht 28 000 rpm; TST-41.14 Swing-out-Rotor) bei 4°C 
ultrazentrifugiert. Bis zum Austropfen und auch während des Austropfens wurden 
alle Gradienten auf Eis gelagert. Das Austropfen erfolgte vom Röhrchenboden mit 
Hilfe einer Rollpumpe (Minipuls 2, Fa. Gilson Abimed) in Fraktionen à 500 µl. Die 
einzelnen Fraktionen wurden mittels Western-Blot, im ELISA und durch 
Infektivitätstests analysiert. Zwischen den einzelnen Analyseschritten wurden die 
Fraktionen bei 4°C gelagert. 
Die Linearität des Rohrzucker-Gradienten wurde durch refraktometrische 
Messungen kontrolliert.  
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2.7 Spezielle Methoden zur Gewinnung und Reinigung von L1-VLPs 
 
2.7.1 Gewinnung von Rohextrakten zur Aufreinigung von HPV-16-L1-VLPs 
 
Zur Gewinnung von HPV-16-L1-VLPs wurden Zellen einer 94-mm-Schale mit 
entsprechenden Amplicons mit einer tu/Zelle von 1 infiziert, oder wie unter 2.5.3 
beschrieben transfiziert. 2-3 Tage p.I. oder p.T. wurden die Zellen durch 
Abschaben und anschließende Sedimentation  (10 min, 3000 rpm, 4°C, Heraeus 
Minifuge RF) geerntet, 1x in eiskaltem PBS gewaschen und in 500-600 µl VLP-Puffer 
aufgenommen. Zu Beginn der Versuchsreihe (siehe 3.4.1) wurden die Zellen durch  
Ultraschallbehandlung im Eiswasserbad (3 x 1 min) aufgeschlossen. Mit dem 
Fortschreiten der Experimente wurden die resuspendierten Pellets durch kürzere 
Ultraschallbehandlung im Eiswasserbad (1 x 15 s), direktes Ultrabeschallen der 
Probe mit dem Mikrotip (3 x 3 s, Stufe 3, eisgekühlt) bzw. durch 3x Frieren und 
Tauen aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden erneut wie zuvor beschrieben 
abzentrifugiert und der Überstand im Rohrzucker-Dichtegradienten aufgereinigt.  
 
2.7.2 Aufreinigung und Konzentration von HPV-16-L1-VLPs im Rohrzucker- 
      Dichtegradienten 
 
Die Aufreinigung erfolgte wie bereits unter 2.6.4 beschrieben, außer dass die 
Zentrifugationsbedingungen verändert (36 000 rpm, 3 h bei 4°C) wurden. 
 
2.7.3 Antigen-Capture-ELISA zum Nachweis von HPV-16-L1-VLPs 
 
Der Antigen-Capture-ELISA wurde gemäß 2.4.3 durchgeführt. 
 
2.7.4 Elektronenmikroskopie zum Nachweis von intakten HPV-16-L1-VLPs 
 
Zur Untersuchung im Elektronenmikroskop wurden nur die Peakfraktionen des 
Antigen-Capture-ELISAs, in denen intakte L1-VLPs zu vermuten waren, verwendet. 
Die Proben wurden dazu unverdünnt auf mit Kohle-Folie beschichtete Kupfer-Netze 
aufgebracht, beglimmt, und mit 2% Uranylacetat angefärbt. Diese Versuche wurden 
freundlicherweise von Prof. Dr. H.W. Zentgraf durchgeführt. 
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2.8 Konfokale Lasermikroskopie 
 
Immunfluoreszenz-Analysen (siehe 2.4.2) erfolgten entweder im Normallicht-
Mikroskop unter Einsatz entsprechender Filter (Leitz DM IL, Leica) oder mit Hilfe 
der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM). Der große Vorteil des 
konfokalen Lasermikroskops liegt in der sehr hohen Auflösung sowie der Möglichkeit 
einen Körper, hier die Zelle, dreidimensional und in mehreren Schichten 
darzustellen. Davon ausgehend, dass jedes dreidimensionale Objekt im Raum durch 
eine x, y und z- Koordinate definiert wird, liefert das von uns verwendete 
konfokale Lasermikroskop „Leica TCS“ in der x und y-Ebene eine Auflösung von  
0,18 µm und in der z-Ebene von 0,35 µm. Die Auflösung gibt dabei den Abstand an, 
bei dem zwei Punkte noch als getrennt voneinander betrachtet werden können. Die 
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben wurden immer in der x,y-Ebene, also 
zweidimensional in mehreren Ebenen und auch als Überlagerungs-Bild betrachtet. 
Im Gegensatz zum konventionellen Mikroskop, in dem stets ein größerer Bereich 
des Objektes in einem Moment betrachtet werden kann, erlaubt das konfokale 
Mikroskop nur die Darstellung eines einzelnen Punktes in einem Moment. Deshalb 
tastet der optische Apparat die Probe Punkt für Punkt ab und variiert z.B. die 
Schichtdicke des detektierten Bereiches durch Veränderungen der Durchmessers 
der Blende der Lichtquelle und des Detektors (confocal pinholes). Das zu 
untersuchende Objekt ist dabei fixiert. Die Erregung der Fluoreszenz erfolgte in 
Rahmen dieser Arbeit mit einem Argon- und einem Helium-Neon-Laser, welche 
Licht der Wellenlängen 457 nm beziehungsweise 633 nm emittieren. 
Mit Hilfe der zugehörigen „Leica Confocal Software TCS SP/NT“ und dem 
Betriebssystem Windows NT wurden verschiedene Parameter wie der Kontrast-
verstärkende Schwellenwert (Threshold), die Verstärkung des erfassten Signals 
(PMT) und Überlagerungs-Bilder bei Verwendung mehrerer Fluorophore erzeugt. Die 
Einstellungen wurden stets so gewählt, dass keine artifiziellen Ergebnisse erzeugt 
wurden.  





3.1 Darstellung und Expression verschiedener HPV-16-E7  
     Konstruktionen 
 
 
Das Gen des frühen Proteins E7 (98 AS) von HPV-16, das eine wesentliche Rolle bei 
der Entstehung von HPV-positiven Cervix-Karzinomen spielt, wurde in 
verschiedenen Modifikationen in das Amplicon-Plasmid pA-EUA2 (Epstein et 
al.,1999) einkloniert und in höheren Zellen exprimiert. Zur Expressionskontrolle 
wurden vor allem die Western-Blot-Analyse und Immunfluoreszenzen 
herangezogen. pA-EUA2, der sogenannte Euroamp Cloning Vector #2  hat eine 
Größe von 7736 bp und besteht aus Teilen der Vektoren pAEUA1, PL1 und pCI (Fa. 
Promega). Das in den verschiedenen Zelllinien jeweils zu exprimierende Transgen 
steht unter der Kontrolle eines HCMV-Promotors und wird mit Hilfe von SV40-PolyA-
Sequenzen polyadenyliert.   
Für die zellunabhängige Expression des Transgens in eukaryontischen Zellen stehen 
in diesem Vektor virale Kontrollelemente zur Verfügung (siehe auch 2.1.11). 
Folgende Modifikationen mit Auswirkung auf die Transkription und Translation von 
E7 wurden untersucht: N- und C-terminale Deletionen des E7-Leserahmens, 
Optimierung der Kodons („Humanisierung“, siehe auch 1.4.3), Fusionen mit 
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Abb. 3.1-1 Struktur der verschiedenen E7-Derivate. 
Alle hier gezeigten E7-Konstruktionen wurden in pA-EUA2 einkloniert, mit HSV-1 LaL Helfervirus 
verpackt und die Expression nach Infektion von BHK21-Zellen mit den verschiedenen Amplicons 
mittels Western-Blot-Analyse untersucht. 
 
 




Für die Konstruktion von pAE7hu60 wurde das humanisierte und verkürzte E7-Kodon 
(AS 1-60 Þ E7hu60) als Transgen in den pA-EUA2 Amplicon-Expressionsvektor  
eingefügt. Zusätzlich verfügt das E7hu60-Gen noch über C-terminale Sequenzen die 
für ein Thromb, H-Pol, Myc und His-Tag kodieren. 
E7hu60 wurde durch Verdau von pVP22E7hu60 mit BamHI, anschließendes Auffüllen 
mit Hilfe von Klenow-Fragment der Polymerase I von E.coli in Gegenwart von 
dNTPs, und nachschneiden mit NotI erhalten. Das gewonnene Fragment hat eine 
Größe von 343 bp. Durch Öffnen von pAE7HF mit NheI, füllen mit dNTPs mit Hilfe 
von Klenow-Enzym und nachschneiden mit NotI wurde das  Amplicon-Plasmid mit 
einer Größe von 7694 bp gewonnen. Nach Gelisolierung mittels der DEAE-Nylon-
Methode wurden die beiden, nun kompatiblen Fragmente zu pAE7hu60 ligiert (Abb. 
3.1-2B). Durch die Subklonierungsschritte wurden dem E7hu60-Gen noch weitere C-
terminale Sequenzen angefügt, so dass das rekombinante E7-Protein mit insgesamt 
vier verschiedenen, C-terminalen Protein-Tags ausgestattet war, nämlich für 
Thrombin, H-POL, MYC und HIS. 
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3.1.1.2 pAE7_60 
 
Bei pAE7_60 enthält das pA-EUA2-Plasmid eine nicht humanisierte E71-60-Sequenz. 
Dazu wurde pAL1E7 mit PpuMI und XbaI geöffnet, anschließend mit dNTPs 
aufgefüllt und nach Gelisolierung einer Selbstligation unterzogen (Abb. 3.1-2A). 




Bei pAE7F wurde an das Wildtyp-E7-Gen lediglich C-terminal die Sequenz eines 




pAE7HF enthält im Gegensatz zu pAE7F noch eine zusätzliche His-Tag-Sequenz am 




Hier wurden die ersten 35 N-terminalen Aminosäuren von E7 (Position 2 bis 
einschließlich Position 35) deletiert und N-terminal ein His-Tag und C-terminal ein 
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3.1.2 Expression der modifizierten E7 Konstruktionen 
 
Vor der Verpackung der E7-Expressionsvektoren mittels HSV-1 LaL erfolgte die 
Kontrolle der Funktionalität in einem Vorversuch. Ferner wurden im Rahmen dieses 
Experimentes die optimalen Transfektionsbedingungen ermittelt, da eine effektive 
Transfektion die Grundlage für eine hohe Amplicon-Ausbeute bildet. 
Dazu wurden die oben aufgeführten E7-Konstrukte in einer 6-Loch Platte mittels 
Fugeneâ  gemäß des Herstellerprotokolls in BHK21-Zellen transfiziert. Dabei ergab 
das Lipofectamin® : DNA Verhältnis von 6:1 (entspricht 6 µl Lipofectamin® : 1 µg 
DNA) den besten Transfektionserfolg; die Verhältnisse 1:1 und 3:1 waren 
wesentlich ineffektiver. Als Marker für die Transfektionseffizienz wurde die 
Fluoreszenz des auf dem Amplicon-Plasmid kodierten EGFP herangezogen. Kritisch 
anzumerken ist, dass es sich hierbei noch um keinen Beweis für die  korrekte 
Expression des Transgens handelt. Im Rahmen dieses Versuchs zeigten alle 
Konstrukte eine sehr starke, grüne Fluoreszenz. Nur die mit pAE7HF transfizierten 
Zellen waren signifikant schwächer.  
Da die kreierten Plasmide letztendlich als virale Vektoren fungieren sollen, wurden 
alle in 3.1.1 aufgeführten Konstruktionen gemäß dem in 2.6.2.2 beschriebenen 
Protokoll mit Hilfe des HSV-1 LaL-Helfervirus repliziert und als Amplicon-
Konkatemere verpackt (siehe auch 1.2.3). Mit den so erhaltenen Amplicons wurden 
60 mm Schalen konfluenter BHK21 Zellen (~ 5x106 Zellen) mit einer MOI von 0,1 
bezogen auf das Amplicon infiziert, einen Tag nach der Infektion geerntet und 
einer Western-Blot-Analyse unterzogen (Abb. 3.1-3).      
 
Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten für die Proteine E7_60 und E7hu60 eine 
schwache Expression. Beide Proteine ergaben bei ~15 kDa ein Signal, obwohl E7_60 
mit 6,8 kDa ein kleineres MG hat. Für E7hu60 mit einem MG von 12,2 kDa wurde ein 
normales Laufverhalten beobachtet. Auch die aus E.coli gewonnene, rekombinante 
E7-Kontrolle (theor. MG 11 kDa) wurde bei 18-20 kDa gefunden und zeigte des 
Weiteren Degradationsprodukte. Das E7F-Protein exprimierte noch etwas 
schwächer als die E7_60 und E7hu60-Proteine; E7D35HF und E7HF zeigten keine, im 
Western Blot nachweisbare Expression. Neben den reinen E7-Konstruktionen 
wurden auch Fusionen aus L1 und E7 (L1E7 und L1NE7; siehe auch 3.2.1.3) sowie 
VP22 und E7 (VP22E7hu60; siehe auch 3.1.4.1) in dem in Abb. 3.1-3 gezeigten 
Western-Blot analysiert. Ein sehr starkes Signal war für VP22E7hu60 und L1NE7 zu 
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verzeichnen, ein deutlich schwächeres aber auch für L1E7. Bei L1NE7 wurde  
zwischen L1 und E7 ein NLS eingefügt. Zusammenfassend ist zu sagen, dass unter 
den reinen E7-Proteinen E7hu60 die stärkste Expression aufwies. Unter den 
Fusionen von E7 mit L1 stach L1NE7 deutlich hervor. Mit Abstand die stärkste 
Expression zeigte aber VP22E7hu60.  
Eine Übersicht der veränderten, nicht mit herpesviralen Proteinen fusionierten E7-
Proteine und den dazugehörigen Plasmiden ist Tab. 3.1-1 zu entnehmen. 
 
 
                       
               
                                                                                                          
 
              
               
Abb. 3.1-3 Expression der modifizierten E7-Konstruktionen in Amplicon-infizierten BHK21-
Zellen 
Je 5 µl Gesamtzellextrakte der angegeben MOCK-, HSV-1 LaL und Amplicon-infizierten BHK21- 
Zellen wurden auf 15% SDS-Gelen aufgetrennt und wie unter 2.4.1 beschrieben der Western-Blot–
Analyse unterzogen. Die Immunfärbung erfolgte mit einem Maus-a-E7 Erstantikörper (1:100 verd.). 
Positionen der Marker-Proteine (kDa) und von VP22E7hu60, L1NE7 und E7 sind hervorgehoben. Die 
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1 Die Beurteilung der Expression basiert auf den Ergebnissen der Western-Blot-Analyse Abb. 3.1-3. 




3.1.3 Klonierung der Expressionsvektoren mit E7 und herpesviralen Proteinen 
 
Als Fusionspartner von E7hu60 wurden die HSV-1 Proteine VP22 und das 
Glykoprotein C (glyC; gC) aus den schon unter 1.5 beschriebenen Gründen 
ausgewählt. 
 
3.1.3.1 Konstruktion von pAVP22E7hu60 
 
Das für die Klonierung von pAVP22E7hu60 benötigte, humanisierte E7hu60-
Fragment wurde mittels PCR aus vier, je 80 bp langen Primern E7A, E7B, E7C und 
E7D synthetisiert (Abb. 3.1-4). Dabei überlappten aber nur je 20 bp am 3’ und/oder 







































Abb. 3.1-4 Versuchsanordnung der PCR zur Synthese von E7hu60 
Es handelt sich für beide Strategien um einen zweischrittigen Versuchsansatz. Für Reaktion A 
wurden in Schritt 1 alle vier Primer gleichzeitig eingesetzt und in Schritt 2 nur unter Zugabe von E7A 
und D die Amplifikation vervollständigt. Ansatz B geht von einem vollständig zu Ende synthetisierten 
Zwischenprodukt nach Schritt 1 aus, so dass die Fragmente aus B1 und B2 im 2. Teil nur noch 
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Dazu wurden zwei verschiedene PCR-Konzepte erarbeitet, die sich einer 
zweischrittigen  Amplifikation bedienten. Dies war notwenig, da es sich bei E7hu60 
um eine sehr GC-reiche, und damit nicht einfach zu amplifizierende Sequenz 
handelt. Damit sollte sichergestellt werden, dass zumindest ein experimenteller 
Weg das gewünschte Produkt liefert. 
In Ansatz A wurden im ersten Schritt alle vier Primer gleichzeitig verwendet, wobei 
die beiden Außenprimer E7A und E7D in einer zehnfach höheren Konzentration als 
die inneren Primer E7B und E7C eingesetzt wurden. Damit sollte das Annealing 
zwischen E7A und E7B, sowie zwischen E7C und E7D favorisiert werden. Die dabei 
vollständig synthetisierten E7hu60-Fragmente (264 bp) wurden in Schritt zwei 
lediglich durch erneute Zugabe von E7A und E7D weiter amplifiziert (Abb. 3.1-4A).  
Für B1 und B2 kamen nur jeweils zwei Primer zum Einsatz, so dass ein 144 bp 
großes Zwischenprodukt entstand. Im zweiten Schritt wurden die beiden 
Subfragmente B1 und B2 im Verhältnis 1:1 miteinander zur Reaktion gebracht. 
Aufgrund ihrer überlappenden 3’-Sequenzen kam es dabei zur Paarung der 
homologen Enden der Einzelstränge, wobei aber nur 50% der Moleküle, das heißt 
die deren Enden gepaart waren, zur vollen Fragmentgröße aufgefüllt werden 
konnten (Abb. 3.1-4B).  
Die Analyse von Schritt 1 im Agarose Gel ergab sowohl für Ansatz A, als auch für B1 
und B2 eine sehr gute Ausbeute an Fragmenten in der richtigen Größe: (i) 264 bp 
für A und (ii) 144 bp für B1 und B2. In beiden Fällen wurde die PCR mit 5% und 10% 
DMSO und ohne DMSO durchgeführt. Es zeigte sich, dass der Zusatz von DMSO 
generell die Ausbeute erhöhte, was besonders für Ansatz A deutlich wurde (Abb. 
3.1-5). Nach Zusatz von 10% DMSO wurde das beste Ergebnis erzielt.  
Was die Menge an Endprodukt E7hu60 nach Schritt 2 anbelangt, zeigte sich 
Strategie A im Vergleich zu Strategie B (B1 + B2) überlegen (Abb. 3.1-6, siehe auch 
Abb. 3.1-4). Die leichte Größenstreuung in den Fragmenten aus Ansatz A (Nr. 1, 2 
und 3) war auf einen nicht ganz gleichmäßigen Lauf des Agarose-Gels 
zurückzuführen.  
Das so gewonnene E7hu60-PCR-Fragment wurde mit BamHI und XbaI verdaut, die 
Primer im Agarose-Gel abgetrennt, das Fragment aus dem Gel isoliert und in einen, 
ebenfalls mit BamHI und XbaI geöffneten pBluescriptÒKS(+)-Vektor (Fa. Stratagene) 
einkloniert. Nach Sequenzierung des Inserts ergab sich das Problem, dass keine der 
subklonierten E7hu60-Sequenzen komplett richtig war. 
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Abb. 3.1-5 Erste PCR zur Synthese von E7hu60, Schritt 1 
Die in den Reaktionsansätzen A, B1 und B2 enthaltenen Komponenten sind Abb. 3.1-4 zu 
entnehmen. Alle PCRs (A, B1 und B2) wurden mit steigenden DMSO-Konzentrationen durchgeführt. 
Für Ansatz A wurde entweder kein (Spur 1), 5% (Spur 2) oder 10% DMSO (Spur 3) eingesetzt. Bei 
Reaktion B1 und B2  enthalten Spur 4 und Spur 6 kein DMSO, Spur 5 und Spur 7  5% DMSO. Die 
Analyse der PCRs erfolgte mit 5 µl des jeweiligen PCR-Ansatzes auf einem 2%igen Agarose–Gel. Alle 
Proben zeigten eine Hauptbande in der erwarteten Größe, also für A 264 bp und für  B1 und B2 je 













Abb. 3.1.-6 Zweite PCR zur Synthese von E7hu60, Schritt 2 
Für Schritt 2 wurden mehrere Ansätze parallel gefahren. Spur 1, 2 und 3 zeigen zeitlich parallel 
verlaufende Reaktionen für Ansatz A gemäß Abb. 3.1-4. Spur 4, 5, 6 und 7 zeigen zeitlich parallel 
verlaufende PCRs, in denen B1 und B2 gemäß Abb. 3.1-4 zur Reaktion gebracht wurden. Alle 
Ansätze wurden mit 10% DMSO versetzt. Die Analyse der PCRs erfolgte mit 5 µl des jeweiligen PCR-
Ansatzes auf einem 2%igen Agarose–Gel. 
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Abb. 3.1-7 Insertion des E7hu60 PCR-Fragmentes in pVP22MH 
Der Vektor pVP22E7hu60 entstand durch Ligation des BamHI/PstI-Fragmentes (65 bp) aus Klon 




Deshalb musste E7hu60 aus den Inserts von Klon E740 und E730 zusammengesetzt 
und in  einer Dreier-Ligation in pVP22MHNheI/NotI einkloniert werden (Abb. 3.1-7). 
Der nun entstandene Vektor wird als pVP22E7hu60 (6617 bp/Abb. 3.1-8) 
bezeichnet. 
Der Vektor pVP22MHNheI/NotI entstand aus pVP22MHÒ (Fa. Invitrogen) durch 
Umwandlung der HindIII-Schnittstelle in eine NheI-Schnittstelle und der PmeI in 
eine NotI-Restriktionsschnittstelle mittels entsprechenden Linkern in einer Ligation 
wie unter 2.2.6.3 beschrieben.  
ATT CTA GAG TTT AAG GGA TCC GGC 
PstI XbaI BamHI 
GAT CTG CAG CCC 
aus Klon E7#40 
      65 bp 
 
 aus  Klon E7#30 
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Zur Klonierung des Expressionsvektors pAVP22E7hu60 (Abb. 3.1-9) wurde  
VP22E7hu60 mit NheI/NotI aus pVP22E7hu60 isoliert und in das ebenfalls mit NotI 
und NheI geschnittene Amplicon-Plasmid pA-EUA2 einligiert. pA-EUA2 stammt aus 



















































































                                                             
               
 













Abb. 3.1-10 Struktur des VP22E7hu60-Gens 
E7hu60 wurde in die BamHI/XbaI-Schnittstelle einkloniert, so dass das E7hu60-Gen zwischen dem 




Abb. 3.1-8 pVP22E7hu60                                          Abb. 3.1-9 pAVP22E7hu60 
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3.1.3.2 Klonierung von pAgCE7hu60 
 
Auch die Klonierung von pAgCE7hu60 erforderte mehrere Schritte (Abb. 3.1-11). In 
den Ausgangsvektor pGEMgC wurde nach Verdau mit BamHI und Auffüllen mit 
dNTPs, mittels NotI-Linker-Ligation eine NotI-Site eingeführt. Das daraus 
entstandene pGEMgCNotI-Plasmid wurde nach Verdau mit Nar I und XbaI mit dem 
ebenfalls NarI und XbaI geschnittenen E7hu60-Fragment (244 bp)  aus pVP22E7hu60 
ligiert. Das resultierende Plasmid trägt die Bezeichnung pgCE7hu60. In diesem 
Plasmid wurde das E7hu60-Gen in den Leseraster von gC eingesetzt, so dass von  
dem ursprünglichen gC-Gen (1533 bp) nur noch Sequenzen übrig blieben, die für die 
Signalsequenz (SS), einschließlich der meisten Glykosylierungsstellen, und die 
Transmembrandomäne (TM) kodieren (Abb. 3.1-12). Glykoproteine werden als 
Vorläuferproteine synthetisiert, die erst nach Abspaltung der Signalsequenz im 
endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat reifen. Die Signalsequenz 
ist Bestandteil des Vorläuferproteins von gC und sorgt für die Bindung des Ribosoms 
an das ER, sowie für die Translokation des Proteins durch die ER-Membran. Sie ist 
im funktionellen gC der Virushülle nicht mehr vorhanden. Hatte das gC-Gen vor der 
Insertion der E7hu60-Sequenz eine Größe von 1533 bp, so war das Gen des 
Fusionsproteins gCE7hu60 nur noch 671 bp groß (Abb. 3.1-12).  Durch Austausch des 
E7HF-Gens von pAE7HF gegen das gCE7hu60-Gen mittels NheI/NotI-Verdau wurde 









































































pGEMgC Verdau mit 
BamHI, 
auffüllen mit 
dNTPs  NotI-Linker 
3’ 5’ 




NheI   NotI gC NarI XbaI 
+ NarI/XbaI E7hu60-Fragment  
   aus pVP22E7hu60 
Verdau mit 
NarI/XbaI  
pgCE7hu60 Verdau mit 
NheI/NotI 
3’ 5’ 
NheI   E7HF NotI 
     pAE7HF Verdau mit NheI/NotI 
5’ 3’ 
NheI NotI NarI XbaI 
N-gC gC-C E7hu60 
N-gC E7hu60 
3’ 5’ 































Abb. 3.1-12 Konstruktion und Aufbau des modifizierten gC-Proteins. 
Die Sequenz von E7hu60 wurde zwischen die NarI/XbaI-Restriktionsseiten von gC einkloniert. Das 
inserierte E7hu60-Protein verfügt C-terminal über eine Thrombin-Schnittstelle und ein H-POL-
Epitop. Die Abkürzung SS bezeichnet die Signalsequenz und TM die Transmembrandomäne von gC. 




























































Abb. 3.1-13  pAgCE7hu60 Expressionsvektor 
pAgCE7hu60 hat eine Größe von 9193 bp und dient der Expression des modifizierten gC-Proteins, das 







thrombin  ,   HPOL  
1  
Nar  I Xba  I 
E7  1 -60 aa  
gC  
Nar  I Xba  I 
1  634  1359 1534 
SS  T M  
G G G G G 
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3.1.4 Expression der E7/HSV-1 Fusionsproteine 
 
3.1.4.1 Expression von VP22E7hu60 
 
Die Expression von VP22E7hu60 in Amplicon-infizierten Zellen wurde für die, mit 
HSV-1 LaL verpackten pAVP22E7hu60-Plasmide schon teilweise gezeigt und auch 
erläutert (siehe 3.1.2 und Abb. 3.1-3). Daneben wurde auch die Expression nach 
Transfektion des pAVP22E7hu60-Plasmids im Western-Blot (Abb. 3.1-14) und nach 
Transfektion und Infektion mittels Immunfluoreszenz (Abb. 3.1-15 und 3.1-16) 
analysiert. Die Transfektion diente zum einen als Positivkontrolle, zum anderen 
ermöglichte es den direkten Vergleich der VP22E7hu60-Expression nach Amplicon-
Infektion und nach Transfektion.  
Die Proteinextrakte für das SDS-Gel wurden aus pAVP22E7hu60-transfizierten bzw. 
pAVP22E7hu60LaL-infizierten BHK21-Zellen gewonnen. Die Zellen waren zwei Tage 
zuvor mittels  FugeneÒ transfiziert worden. Nach Auftrennung der Proteinextrakte 
im SDS-Gel und Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran, erfolgte die weitere 
Analyse durch Inkubation der Blots mit vier verschiedenen, VP22E7hu60-
spezifischen Antikörpern. 
VP22E7hu60 wurde mit allen vier verwendeten Antikörpern, Maus-a-Myc 
(monoklonal), Maus-a-H-POL 1051C (monoklonal, gegen die HSV-1 Polymerase 
gerichtet), Maus-a-H-POL Hybridomazell-Überstand (monoklonal) und Kaninchen-a-
VP22 (polyklonal) detektiert. Sowohl die gegen das Transportprotein VP22, als auch 
die gegen die C-terminalen Protein-Tags des fusionierten E7 gerichteten Antikörper 
detektierten ein Polypeptid identischer Größe von ~65 kDa, welches allerdings vom 
theoretischen MG des VP22E7hu60-Proteins (45 kDa) abweicht. Trotzdem konnte 
die 45 kDa-Bande dem VP22E7hu60-Protein zugeordnet werden, da das atypische 
Laufverhalten von VP22E7hu60 auch in anderen Zelllinien reproduzierbar war 
(Daten nicht gezeigt). Mit dem a-VP22-Antikörper (Abb. 3.1-14A) ist bei ~40 kDa 
eine Bande detektierbar, die VP22 (theoret. MG 38 kDa) zugeordnet werden kann. 
Bei Verwendung eines a-HSV-1 POL-Antikörpers wurde in Abb. 3.1-14C und D neben 
VP22E7hu60 auch die HSV-1 Polymerase (~136 kDa) detektiert.  
Der Myc-Antikörper lieferte ebenfalls bei ~65 kDa ein spezifisches Signal, ohne 
dabei mit  HSV-1 LaL infizierten Zellen kreuzzureagieren (Abb. 3.1-14B). Aufgrund 
dieser Tatsache fand der Myc-Antikörper bei der Immunfluoreszenz Verwendung. 

























Abb. 3.1-14  Detektion von VP22E7hu60 in transfizierten BHK21-Zellen. 
Gesamtzellextrakte (je 5 µl/Spur) wie angegeben auf 7,5%-SDS-Gel aufgetrennt und gemäß 2.4.1 im 
Western-Blot analysiert. A, B und C wurden nach dem gleichen Schema beladen. Spur 1:BHK21 
MOCK; Spur 2:pAVP22E7hu60 transf.; Spur 3:pVP22MH transf.; Spur 4:HSV-1 LaL inf. MOI 0,1; Spur 
5:HSV-1 LaL inf. MOI 1.  D enthält in Spur 1:HSV-1 LaL inf. MOI 0,1; Spur 2: HSV-1 LaL inf. MOI 1 ; 
Spur 3 : pAVP22E7hu60 transf. ; Spur 4 :BHK21 MOCK. Die Immunfärbung erfolgte mit den 
angegeben Erstantikörpern in der jeweiligen Verdünnung. Markerproteine (kDa), VP22E7hu60, VP22 
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Für die indirekte Immunfluoreszenz-Analyse wurden BHK21-Zellen entweder mit 
pAVP22E7hu60-Plasmid transfiziert oder mit pAVP22E7hu60LaL infiziert (MOI 0,1). 
Zwei Tage später wurden die Proben gemäß 2.4.2 aufgearbeitet, mit Hilfe der 
konfokalen Lasermikroskopie untersucht und VP22E7hu60 mittels indirekter 
Immunfluoreszenz-Färbung detektiert. Als Erstantikörper wurde ein monoklonaler 
Maus-a-Myc-Antikörper eingesetzt. Die rote Fluoreszenz-Färbung wurde dann mit 
dem  Rhodamin-Ziege-a-Maus-Antikörper erzielt (Abb. 3.1-15B und 3.1-16B). 
Als Kontrolle für eine erfolgreiche Transfektion bzw. Infektion diente die 
Expression des auf dem Amplicon-Plasmid kodierten EGFP-Proteins (Abb. 3.1-15A 
und 3.1-16A). Als Negativkontrolle wurden identisch behandelte, nicht transfizierte 
bzw. nicht infizierte Zellen (MOCK) verwendet. Die Negativkontrollen ergaben 
keine messbare rote Fluoreszenz (die Daten sind hier nicht gezeigt). 
Es stellte sich heraus, dass sowohl transfizierte als auch infizierte BHK-Zellen eine 
nahezu identische Fluoreszenz-Färbung für VP22E7hu60 zeigten (Abb. 3.1-15 und 
3.1-16). Während sich die grüne Fluoreszenz, welche Ausdruck der EGFP-Expression 
ist, gleichmäßig über die ganze Zelle verteilte, war die VP22E7hu60-Expression vor 
allem zytoplasmatisch lokalisiert und war überwiegend im Randbereich von Kern- 
und Zellmembran zu finden. Ferner zeigten die infizierten Proben eine wesentlich 
stärkere rote und grüne Fluoreszenz. Dies entsprach dem erwarteten und auch 
erwünschten Ergebnis, dass ein Transgen mit Hilfe eines Amplicon-Vektors 
effektiver in die Zelle eingeschleust und damit auch exprimiert werden kann als 




































Abb. 3.1-15 Nachweis des VP22E7hu60-Proteins in transfizierten BHK21-Zellen mittels 
Immunfluoreszenz-Analyse 
 
Fluoreszenzmikroskopie einer pAVP22E7hu60-transfizierten Zelle nach indirekter Immunfärbung mit 
monoklonalem Maus-a-myc-Erstantikörper (1:100 verd.) und Rhodamin-Ziege-a-Maus-Zweit-
antikörper (1:100 verd.). A EGFP-Autofluoreszenz B Rhodaminfärbung, indikativ für die Expression 

























Abb. 3.1-16 Detektion von VP22E7hu60 in Amplicon-infizierten BHK21 Zellen mittels 
Immunfluoreszenz-Analyse.  
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A und B 
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3.1.4.2 Expression von gCE7hu60 
 















Abb. 3.1-17 Nachweis der gCE7hu60-Expression mittels Western-Blot-Analyse  
Gesamtzellextrakte (5 µl) von pAgCE7hu60 und pAHgCE7hu60 transfizierten Vero 2-2 Zellen wurden 
48 h nach Transfektion auf einem 7,5%igen SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit monoklonalem 
Maus-a-HPV-16E7 Erstantikörper (1:100 verd.) immungefärbt. Die Positionen von gCE7hu60 und 




Die in das Amplicon-Plasmid inserierten Transgene gCE7hu60 und HgCE7hu60 
wurden in transfizierten Vero 2-2-Zellen erfolgreich exprimiert (Abb. 3.1-17). Dabei 
war die Expression von gCE7hu60 im Vergleich zu HgCE7hu60 um ein Vielfaches 
stärker. gCE7hu60 hat ein theoretisches MG von 37 kDa und HgCE7hu60 von 23,3 
kDa. Beide Proteine zeigten aber aufgrund ihrer Glykosylierung ein verzögertes 






gCE7hu60 (~80 kDa) 
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(J.Rajcani et al., 1998)(siehe Abb. 3.1-17). Bei HgCE7hu60 handelt es sich um eine 
weitere Modifikation des Glykoproteins C, bei der die Glykosylierungsstellen 
weitgehend entfernt sind und die hier nur als Kontrolle diente. 
Weitere Versuche, die Bezug auf die Funktionalität von E7hu60 in gC, das heißt auf 
die korrekte Präsentation des Antigens in der Virushülle nehmen, werden unter 3.3 
gesondert behandelt. 
3 Ergebnisse 84 
 
3.2. Darstellung und Expression verschiedener HPV-16-L1 
       Konstruktionen 
 
Wie unter 1.5 beschrieben sollten die HPV-16 Proteine L1 und E7 mit Hilfe von 
Amplicon-Vektoren exprimiert und L1-VLPs produziert werden. Dazu mussten die 
Konstruktionen erstellt und die Expression der Plasmide überprüft werden. 
Das Hauptkapsidprotein L1 von HPV-16 sollte in authentischer Größe sowohl alleine 
als auch mittels einer IRES-Sequenz zusammen mit L2 exprimiert werden. 
Zusätzlich sollte die Expression von L1 in verkürzter Form mit dem N-terminalen 
E7-Peptid (AS 1-60), ohne bzw. mit vorgeschalteter NLS-Sequenz analysiert werden 
(Abb. 3.2-1). Die HPV-16 Ausgangsvektoren, die bereits für den Einsatz in humanen 
Zellen mit Kodon-optimierten Transgenen ausgestattet waren, wurden uns 
freundlicherweise von M. Müller (DKFZ, Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Die 
Kodons für L1 waren wie schon unter 1.4.3 beschrieben entsprechend der bei Homo 
sapiens ermittelten Häufigkeit der verwendeten Basentripletts verändert. Wie 
Leder et al. (2001) zeigten, führte dies im Falle von L1 zu einer gesteigerten 
Ausbeute an exprimiertem Protein. 
Die Expression wurde sowohl durch Western-Blot-Analyse, als auch durch 
Immunfluoreszenz mikroskopisch verfolgt. Wenn im Folgenden von L1 die Rede ist, 
ist damit stets das L1 von HPV-16 gemeint. Weitergehende Experimente bezüglich 
der Gewinnung von VLPs mit Hilfe herpesviraler Vektoren wurden mit L1 als 
Modellantigen durchgeführt und werden in Kapitel 3.5 ausführlich besprochen. 
 
              
 
L 1  
L2  IRES  
N L S  
E7  1-60  
L 1  
L 1  
L 1  
E7  1-60  
L1  
L1 -L 2  
L1E7  
L 1 N E 7  
 
 
  Abb. 3.2-1  Schematische Darstellung der modifizierten L1-Transkriptionseinheiten 
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pAL1 (Abb. 3.2-3A) enthält das L1-Gen in voller Länge und mit humanisierter 
Sequenz. L1 hat eine Größe von 1517 bp, entsprechend einem Protein mit 505 AS, 
und musste in pCI-neoÒ  zwischenkloniert werden, da es nicht möglich war die L1–
Sequenz direkt in pA-EUA2 einzuligieren. Denn dabei entstand immer ein völlig 
undefiniertes Muster an Plasmiden in ganz verschiedenen Größen. Als mögliche 
Erklärungen kommen Rekombinationsereignisse, unsauberer Vektor oder ein zu 
dichtes Beieinanderliegen der Schnittstellen in Frage. Letztendlich konnte die 
Ursache aber nicht geklärt werden. Das L1-Gen musste daher mittels HincII/XbaI 
Restriktionsverdau aus dem Vektor „16L1 human in pUF3 #874“ gewonnen, und in 
den XbaI/SmaI geöffnete pCI-neoÒ-Vektor zwischenkloniert werden. Aus dem pCI-
neo/L1-Plasmid wurde L1 mittels NheI/NotI-Verdau ausgeschnitten und gegen die 
E7HF-Sequenz in pAE7HF ausgetauscht, so dass pAL1 entstand (Abb. 3.2-2A). pAL1 
war der Ausgangsvektor für alle weiteren Klonierungen der L-Konstrukte in pA-
EUA2. pAL1E7, pAL1NE7 und pAL1-L2 kamen jeweils durch Austausch des L1-Gens 





In pAL1E7 (Abb. 3.2-3C) enthält der Vektor das Gen eines humanisierten L1 mit 
einem um 32 AS deletierten C-Terminus (L1DC: 473 AS) in Fusion mit dem E71-60-
Gen. Das Fusionsprotein besteht aus 533 AS und hat ein MG von 59,6 kDa.  
Da die HindIII und NotI-Schnittstelle nicht kompatibel waren, wurden für deren 
Ligation gemäß 2.2.6.1 glatte Enden erzeugt. Der Austausch von L1 gegen L1E7 
erfolgte dann mittels HindIII Blunt End (BE)/XbaI-Verdau von „16 L1E7 1-60 pUF3 
#826“ und Ligation des so gewonnenen Fragmentes in den gereinigten, XbaI/NotI 
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3.2.1.3 pAL1NE7 
 
Bei pAL1NE7 (Abb. 3.2-3D) wurde zwischen die Sequenz von L1DC und E71-60 ein  
NLS aus dem Polyomavirus SV40 eingefügt. Das L1NE7-Gen (1628 bp) kodiert ein 542 
AS großes Protein mit einem MG von 60,7 kDa.  
pAL1NE7 wurde analog zu pAL1E7 kloniert, nur dass das L1NE7-Fragment mittels 




pAL1-L2 (Abb. 3.2-3B) enthält neben dem L1-Gen in voller Länge auch noch die 
Sequenz des Strukturproteins L2. Die L1 und L2-Gene wurden in pGEM einkloniert, 
und dazwischen eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES=Internal Ribosomal 
Entry Site) des humanen Poliovirus Typ 1 inseriert um beide Gene über eine einzige 
Transkripteinheit translatieren zu können.  
Das L1-Gen wurde aus pAL1 mittels NheI/NotI-Verdau deletiert, die Schnittstellen 
zum glatten Ende aufgefüllt und durch das AflII BE/EcoRI BE L1-L2-Fragment (3976 
bp) aus „16L1/L2 human in pGEM IRES #917“ ersetzt (Abb. 3.2-2C). Im Gegensatz 




















































Abb. 3.2-2 Klonierung der verschiedenen L1-Konstrukte in pA-EUA2 
A: Klonierung von pAL1. B: Klonierung von pAL1E7 und pAL1NE7. C: Klonierung von pAL1-2 











Deletion von E7HF; 
Ligation mit NheI/NotI-











XbaI L1NE7 HincII 
XbaI L1E71-60 XbaI L1NE7 
pAL1NE7 
#826 #919 
L1 L2 IRES AflII, BE EcoRI, BE 
#917 
L1 L2 IRES AflII EcoRI 
pAL1 






3 Ergebnisse 88 
 








































































































































































Abb. 3.2-3  Expressionsvektoren pAL1, pAL1L2, pAL1E7 und pAL1NE7 zur Expression der L1, 
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3.2.2 Expression der verschiedenen L1-Konstrukte 
 
3.2.2.1 Western-Blot Analyse der verschiedenen L1-Konstrukte 
 
Die vier verschiedenen L1-Expressionsplasmide wurden mit Hilfe von FugeneÒ in 
BHK21-Zellen transfiziert und mit HSV-1 LaL verpackt. Der gewonnene Amplicon-
Pool wurde mit Hilfe von TE-CRE30-Zellen aufgereinigt (siehe 2.6.2.2), um die 
Menge an kontaminierenden Helferviren zu minimieren. Anschließend wurden 
konfluente BHK21-Zellen (60 mm Schalen @ 5x106  Zellen) mit den verpackten 
Plasmiden infiziert (MOI 0,1, bezogen auf das Amplicon), am darauffolgenden Tag 
















Abb. 3.2-4 Nachweis der Expression von L1, L1E7 und L1NE7 in Amplicon-infizierten BHK21-
Zellen mittels Western-Blot-Analyse.  
 
BHK21-Zellen wurden mit einer MOI von 0,1 bezogen auf das jeweilige Amplicon infiziert, nach 24 h 
geerntet, je 1/20 (5 µl) des Gesamtzellextraktes in der SDS-PAGE aufgetrennt und einer 
Immunoblot-Analyse unterzogen. Die detektierten Proteine sind markiert.  
SDS-PAGE mit 7,5%-Gel. Detektion: Monoklonaler Maus-a-HPV-16-L1-Antikörper (1:50 verd).  
 
In allen Proben, mit Ausnahme der pAL1E7LaL-infizierten Zellen, wurde mit a-HPV-
16-L1-Antikörper eine sehr starke Expression nachgewiesen. Es wurden bei einer 
Größe von ~56 kDa starke Banden immundetektiert, die L1 zugeordnet werden 
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a-L1-Antikörper das gleiche Signal, da es sich bei L1/L2 um kein Fusionsprotein 
handelt (siehe 3.2.1.4). In pAL1E7LaL und pAL1NE7LaL-infizierten Zellen war bei 
~65 kDa eine Bande zu detektieren, wobei die pAL1E7LaL-infizierten Zellen nur ein 
schwaches Signal lieferten. Beide Banden konnten L1E7 (theoret. MG: 59,6 kDa) 
und L1NE7 (theoret. MG: 60,7 kDa) zugeordnet werden, auch wenn sie nach 
Immunfärbung ein geringfügig höheres als das theoretische Molekulargewicht 
aufwiesen.  
Die Expression von L2 in pAL1L2LaL infizierten BHK21-Zellen konnte ebenfalls im 
Western-Blot belegt werden (Abb. 3.2-5). Für L2 ist bei ~81,5 kDa ein starkes und 
bei ~57 kDa ein schwaches Signal zu sehen. Hierbei weicht die detektierte 
Hauptbande mit ~81,5 kDa erheblich vom theoretischen Molekulargewicht mit 50,7 
kDa ab. Diese Beobachtung wurde auch von anderen Arbeitsgruppen gemacht 






























Abb. 3.2-5  Nachweis der Expression von L2 in pAL1L2 LaL infizierten BHK21-Zellen mittels 
Western-Blot-Analyse  
 
Nach Infektion von BHK21-Zellen mit pAL1-L2LaL (MOI 0,1) wurden die Gesamtzellextrakte 24 h p.I. 
geerntet und davon je 1/20 (5 µl) mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Die detektierten 
Proteine sind hervorgehoben. SDS-PAGE mit 7,5%-Gel. Detektion: polyklonales Kaninchen-a-L2-























L2 (~81,5 kDa) 
L2 (~50,7 kDa) 
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Das hohe Molekulargewicht von ~81,5 kDa ist möglicherweise auf eine 
Glykosylierung des L2-Proteins durch die höhere Zelle zurückzuführen.  
Eine Zusammenfassung der Expressionsdaten ist in Tab. 3.2-1 aufgelistet.  
 
Tab. 3.2-1 Expression von HPV-16-L1, L2, L1E7 und L1NE7 in BHK21-Zellen nach Infektion mit 
dem jeweiligen Amplicon. 
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3.2.2.2 Nachweis der Expression und Lokalisation der verschiedenen L1-   
          Konstrukte mittels indirekter Immunfluoreszenz 
 
BHK21-Zellen wurden für die Immunmikroskopie auf Coverslips gewachsen, mit dem 
jeweiligen Amplicon infiziert (MOI 0,1) und zwei Tage später wie unter 2.4.2 
beschrieben präpariert. Das L1-Protein wurde durch den monoklonalen Maus-a-
HPV-16L1-Antikörper markiert. Der Rhodamin-Ziege-a-Maus-Antikörper vermittelte 
durch Bindung an den fixierten L1-Antikörper die rote Fluoreszenz. Die Erfassung 
der indirekten Immunfluoreszenz  erfolgte mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning  
Mikroskopie (CLSM) und ist in Abb. 3.2-6 gezeigt. Das auf dem Amplicon-Plasmid 
kodierte EGFP-Protein lieferte automatisch eine interne Infektionskontrolle. 
Alle Amplicons zeigten in BHK21-Zellen eine gute bis sehr gute Expression der 
verschiedenen L1-Proteine. Alle vier L1-Derivate zeigten eine vorwiegend nukleäre 
Lokalisation, allerdings mit unterschiedlicher Intensität. L1 war im Kern vor allem 
in Form einzelner, akkumulierter Punktsignale sichtbar (Abb. 3.2-6A). Das L1-Signal 
in pAL1L2LaL infizierten Zellen war im Vergleich zu den anderen drei L1-Proteinen 
am schwächsten (Abb. 3.2-6B). Außerdem war hier L1 auch diffuser in der Zelle 
verteilt und war auch im Zytoplasma nachweisbar. L1E7 und L1NE7 zeigten beide 
eine ausgeprägte Kernlokalisation und lagen, ebenso wie L1 alleine akkumuliert 
vor. Dabei war die L1E7 Expression etwas schwächer als die L1NE7-Expression. Die 





















































Abb. 3.2-6 Expression von L1, L1-L2, L1E7 und L1NE7 in Amplicon-infizierten (MOI 0,1) BHK21-
Zellen und Nachweis von L1 mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie.  
 
BHK21-Zellen wurden mit dem jeweiligen Amplicon infiziert und zwei Tage p.I. wie unter 2.4.2 
beschrieben präpariert. Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie. Verwendete Parameter: Pinhole: 0,9; He-Ne-Laser mit 635 nm und Argon-Laser mit 457 
nm. Die Zellen wurden 40fach vergrößert. Bei den Aufnahmen handelt es sich um Mischbilder, die 
sowohl die grüne als auch die rote Fluoreszenz zeigen.  
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3.3 Nachweis der Funktionalität der VP22E7hu60 und gCE7hu60  
     Fusionsproteine im Amplicon 
 
Neben der reinen Expression von VP22E7hu60 und gCE7hu60 (siehe 3.1.3.1 und 
3.1.3.2) war auch die Überprüfung der Funktionalität im Kontext des Amplicon-
Vektors von entscheidender Bedeutung.  
Bei den nicht fusionierten E7-Derivaten und den verschiedenen L-Proteinen sollte 
die genetische Information mit Hilfe des Amplicons in die Zelle transportiert, und 
dort im Rahmen der ablaufenden Infektion exprimiert werden (siehe auch 1.5).  
Für die „Hybride“ aus E7hu60 und den herpesviralen-Proteinen VP22 bzw. gC wurde 
gefordert, dass diese analog den Wildtyp-Proteinen in der Zelle exprimiert und in 
das Amplicon-Partikel integriert werden sollten. Denn nur dann kann die schon 
unter 1.3.4 beschriebene, erwünschte Immunantwort in Gang gesetzt werden.    
Daraus resultierte die Notwendigkeit zu zeigen, dass VP22E7hu60 in die Virushülle 
verpackt wurde und gCE7hu60 das inserierte E7hu60 wie gewünscht auf der 
Virushülle präsentiert. Dazu wurden die beiden Amplicons im Rohrzuckergradienten 
gereinigt, im Western-Blot auf VP22E7hu60 und gCE7hu60 Expression untersucht 
und anschließend einem Infektiositätstest unterzogen. Die Präsentation von E7hu60 
auf der Virusoberfläche sollte mittels des Antigen-Capture-ELISAs  nachgewiesen 
werden. 
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3.3.1 Reinigung von pAVP22E7hu60LaL und pAgCE7hu60LaL mittels eines 
        Rohrzuckergradienten und Detektion der Proteine im Immuno-Blot 
 
Zur Reinigung der Amplicon-Partikel wurde eine definierte Anzahl an Virionen 
gemäß 2.6.4 über einen 10-50%igen Rohrzuckergradienten gereinigt, anschließend 
in Fraktionen à 500 µl ausgetropft und einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Von 
pAVP22E7hu60LaL wurden 1x106, und von pAgCE7hu60LaL, mangels Ausgangs-
material, nur 1x105 Virionen eingesetzt.  
Aus vorhergehenden Versuchen war bekannt, dass die Amplicons unter den 
gegebenen Sedimentationsbedingungen im dichteren Teil des Rohrzucker-
gradienten, bei ~40% zu finden sind. Tatsächlich ließ sich VP22E7hu60 in der 
Western-Blot-Analyse in den Fraktionen 4, 5 und 6 nachweisen (Abb. 3.3-1). In 
Fraktion 7, 8 und 9 sowie 21 und 22 (Daten nicht gezeigt) traten sehr schwache 
Signale auf. Das detektierte Protein in Fraktion 7, 8 und 9 stammte wahrscheinlich 
aus unfertigen Amplicons, die eine etwas geringere Dichte als die vollständigen 
Virionen aufweisen. Das Signal in Fraktion 21 und 22 ist dagegen auf freies 
VP22E7hu60-Protein zurückzuführen. gCE7hu60 war in Fraktion 6 und 7 sowie 21 
und 22 detektierbar (Abb. 3.3-2). Wie im Falle von VP22E7hu60 war das Signal in 
Fraktion 6 und 7 dem E7hu60-Protein der Amplicons und in Fraktion 21 und 22 dem 
freien gCE7hu60-Protein zuzuordnen. Im Gegensatz zur Aufreinigung von 
pAVP22E7hu60LaL ließen sich für pAgCE7hu60LaL keine Intermediate zuordnen, da 
die eingesetzte Amplicon-Menge dafür zu gering war. Wie zu erwarten, war das 
gCE7hu60 Signal schwächer, da der Gradient mit weniger Material beladen wurde.  
Da ansonsten keine Signale auftraten, lag die Annahme nahe, dass es sich hier um 
die korrekt verpackten Fusionsproteine handelt. 














Abb. 3.3-1 Western-Blot-Analyse der mittels Rohrzuckergradienten aufgereinigten 
pAVP22E7hu60LaL Amplicons 
7,5 µl der angegebenen Rohrzuckergradientenfraktionen wurden auf 7,5%igen SDS-Gelen 
aufgetrennt und nach dem Blotten mit Maus-a-E7-AK (1:100 verd.) immungefärbt. Angegeben sind 
die Markerproteine (in kDa) und die Position von VP22E7hu60 (Pfeil). Insgesamt wurde der Gradient 















Abb. 3.3-2 Western-Blot-Analyse der mittels Rohrzuckergradienten aufgereinigten 
pAgCE7hu60LaL Amplicons 
7,5 µl der angegebenen Rohrzuckergradientenfraktionen wurden auf 7,5%igen SDS-Gelen 
aufgetrennt und nach dem Blotten mit Maus-a-E7-AK (1:100 verd.) immungefärbt. Angegeben sind 
die Markerproteine (in kDa) und die Position von gCE7hu60 (Pfeil). Insgesamt wurde der Gradient in 
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3.3.2 Infektiositätskontrolle der gereinigten pAVP22E7hu60LaL und 
pAgCE7hu60LaL Amplicons 
 
Um sicherzugehen, dass es sich bei den aufgereinigten Partikeln auch um 
funktionsfähige, infektiöse Amplicons handelt, wurden die einzelnen 
Gradientenfraktionen auf Rita-Zellen titriert und am nächsten Tag die grün 
fluoreszierenden Spots ausgezählt (Abb. 3.3-3).  
 






























Abb. 3.3-3 Infektiositätstest der gereinigten pAVP22E7hu60LaL und pAgCE7hu60LaL Amplicons 
Zur Bestimmung der Infektiosität wurden je 5 µl der angegebenen Rohrzuckergradientenfraktion in 
100 µl Gesamtvolumen aufgenommen und damit 5x104 Rita-Zellen/Fraktion infiziert. Am 
darauffolgenden Tag erfolgte die Auszählung der grünen Spots mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops. 
 
Die EGFP-Expression war hier nur durch die Infektion der Zellen mit einem korrekt 
verpackten Amplicon möglich (siehe auch 2.6.3.1). Dies ist gleichbedeutend mit der 
Tatsache, dass die strukturell veränderten Amplicons noch infektiös sind. Das HSV-1 
LaL Helfervirus, welches mit Sicherheit als Verunreinigung in geringen Mengen auch 
in den Proben vorhanden war, stört nicht, da es weder mit a-E7-Antikörper noch 
durch die grüne Fluoreszenz detektiert werden kann.  
Auffällig war die wesentlich geringere Anzahl an Spots für pAgCE7hu60LaL, was gut 
mit der geringeren Menge an Ausgangsmaterial im Vergleich zu pAVP22E7hu60LaL 
korreliert. 
Somit deckten sich die Ergebnisse des Infektiositätstests mit den Resultaten der 
Western-Blot-Analyse.  
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3.3.3 Nachweis der Präsentation von E7hu60 auf der äußeren Virushülle 
 
Wie schon zuvor erwähnt ist es wichtig, dass E7hu60 korrekt auf der Hülle des 
Virions präsentiert wird. Um dies zu zeigen, wurden je 100 µl jeder Fraktion des 
Rohrzuckergradienten wie unter 2.4.3 beschrieben einem E7-spezifischen Antigen-
Capture-ELISA (Abb. 3.3-4) unterzogen, nachdem mehrere Versuche die Partikel 
mit Antikörper direkt zu präzipitieren, gescheitert waren (Daten nicht gezeigt). Im 
Capture-ELISA konnten nur Amplicons mit korrekt inseriertem E7hu60 gebunden 
werden. Damit war der Nachweis des richtigen Einbaus des gCE7hu60-Proteins in 
die Virushülle möglich. 
Als Coating-Antikörper diente Maus-a-E7 (monoklonal). Nach Zugabe der Proben 
erfolgte die Detektion der gebundenen Amplicons durch einen polyklonalen 
Kaninchen-a-HSV-1-Antikörper (McIntire®). In einem dritten Schritt wurde ein 
Ziege-a-Kaninchen-Peroxidase–Antikörper zur Umsetzung des ABTS-Substrates 
zugegeben. Anschließend wurde die Absorption bei 405 nm bestimmt.  
Die Ergebnisse sind in Abb. 3.3-4 dargestellt. Die Absorptionskurve zeigte bei 
Fraktion 12 ein deutliches Maximum, welches kompletten, und korrekt 
strukturierten Amplicons zuzuordnen war. Die in den späteren Fraktionen (15, 19 
und 21) auftretenden, schwächeren Peaks sind das Resultat von 
Antikörperreaktionen mit unfertigen Partikeln sowie freiem Protein (vor allem in 
Fraktion 19 und 21). Im Vergleich zum Western-Blot (Abb. 3.3-2) trat der Virus-
Peak erst in einer höheren Fraktion auf. Diese Schwankung ist erklärbar, da für die 
beiden Versuche Gradienten und Stammlösungen aus verschiedenen Chargen 
verwendet wurden. Um die Spezifität des Capture-ELISA Ergebnisses zu 
untermauern wurde der gleiche Test mit dem polyklonalen a-HSV-1-Antikörper als 
Primärantikörper und a-E7 als Sekundärantikörper durchgeführt. Hier wurde keine 
Anreicherung von Amplicons erwartet, sondern eine Verschiebung des 
Absorptionsmaximums in den niedermolekularen Bereich. Die Ergebnisse (Abb. 3.3-
5) zeigen diese Verschiebung des Absorptionsmaximums zu den höheren Fraktionen. 
Dies kann durch die bevorzugte Bindung von herpesviralen Proteinen und 
makromolekularen Bestandteilen, die unter anderem mit gCE7hu60-Protein 
assoziiert sind, an den a-HSV-1 Erstantikörper erklärt werden. Dadurch konnte mit 
dem a-E7-Zweitantikörper eine geringere Menge an freiem und im Amplicon-
integriertem gCE7hu60-Protein detektiert werden (Abb. 3.3-5).  









































Abb. 3.3-4 Antigen Capture ELISA zur Detektion von E7hu60 auf der Außenseite der Virushülle 
Die Messung wurde 5 min nach Substrat-Zugabe durchgeführt. In Fraktion 12 erreichte die 
Absorption einen Höchstwert (Amplicon-Peak). Die Fraktionen 15, 19 und 21 ergeben kleinere Peaks 
(unfertige Virionen und freies Protein). Der aufgetragene Brechungsindex belegt die Linearität des 











































Abb. 3.3-5 Kontrollversuch zum Nachweis der Spezifität der Ergebnisse des Antigen Capture 
ELISAs gegen E7hu60  
Nur die  Proben der mit Antikörper gecoateten Löcher (rot) zeigen eine deutliche Absorption. Für 
die Proben, die in nicht gecoatete Löcher gegeben wurden (blau) geht die Absorption fast gegen 
null. Detektion: 1.AK: Kaninchen-a-HSV-1 1:100; 2.AK: Maus-a-E7 1:100; 3.AK: Ziege-a-Maus-POX 
1:4000.  
50 % 10% Rohrzucker 
50 % 10% Rohrzucker 
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3.4 Produktion von L1-VLPs mittels Amplicon-Vektoren 
 
Neben der Funktion als Immunogen selbst (siehe 3.3), können Amplicon-Vektoren 
auch im ganz klassischen Sinne als reine Transportvehikel zur Einschleusung der 
transgenen DNA in die Zelle dienen. Das Genprodukt des Transgens kann dann 
wiederum verschiedene Funktionen wie zum Beispiel Einleitung einer 
Immunantwort, Supplementierung eines fehlenden Proteins und Ähnliches erfüllen. 
Im Falle des auf dem Amplicon-Plasmid kodierten L1-Proteins folgt der Expression 
in verschiedenen eukaryontischen Systemen eine Selbstfaltung zu VLPs in vitro 
(Sasagawa et al., 1995; Rose et al., 1993; Hagensee et al., 1993). Nach 
Aufreinigung der L1-VLPs mittels eines Rohrzucker-Dichtegradienten werden diese 
häufig zur Immunisierung eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit diente die L1-
Partikelformation in erster Linie der Effizienz-Untersuchung der Expression des auf 
dem Amplicon-Plasmid kodierten Transgens (hier das L1-Gen). Möglicherweise 
geben die Versuchsergebnisse auch einen Hinweis darauf, inwieweit Amplicon-
Vektoren in vivo zur Immunisierung gegen HPV-16 geeignet sind.  
Ursprünglich sollte ein Vergleich der drei Verpackungssysteme mit HSV-1 LaL, HSV-
1 LaLDJ und HSV-1-BAC bezüglich ihrer Fähigkeit L1-VLPs zu produzieren, 
vorgenommen werden. Da sich aber die Verpackung mit HSV-1-BAC als äußerst 
ineffizient und mit HSV-1 LaLDJ im Rahmen dieser Arbeit als nur sehr schwer 
realisierbar herausstellte (siehe 3.5), wurde letztendlich vor allem pAL1LaL als 
Modell-Amplicon herangezogen. 
 
3.4.1 Vergleich der VLP-Ausbeute transfizierter und mit pAL1LaL/pAL1BAC   
       infizierter Zellen 
 
Da die Verpackung von pAL1 mit HSV-1 LaLDJ-Helfervirus nicht erfolgreich war 
(siehe auch 3.5) wurde die VLP-Erzeugung mit HSV-1 LaL und HSV-1-BAC verpackten 
pAL1-Plasmiden, sowie auf dem Wege der Transfektion untersucht. Die Infektionen 
wurden mit  einer MOI von 0,1 in den jeweils am leichtesten zu infizierenden Zellen 
durchgeführt. Dies sind für HSV-1 LaL entweder Vero 2-2 oder BHK21-Zellen, für 
HSV-1-BAC die Glioma-Zelllinie G16.9. Parallel dazu fand die Transfektion von pAL1 
in den entsprechenden Zellen statt. Die Zellextrakte wurden gemäß Protokoll 
(siehe 2.7.1) zur Aufreinigung über den Rohrzuckergradienten vorbereitet. Hierbei 
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ist anzumerken, dass für die VLP-Produktion pro 94-mm Schale je ~5x106 Vero 2-2 
Zellen und ~1,2x107 G16.9 Zellen eingesetzt wurden. Diese Diskrepanz tritt auf, 
weil naturgemäß die Zellzahl einer konfluenten 94-mm-Schale für jede Zelllinie 
etwas anders ist.   
Zwei Tage nach Transfektion/Infektion wurden die Zellen geerntet und über einen 
10-50%igen Rohrzucker-Dichtegradienten gereinigt. Dieser wurde in Fraktionen à 
500 µl ausgetropft. Die Analyse der sedimentierten VLPs erfolgte mit Hilfe eines 
HPV-16L1-VLP-spezifischen Antigen-Capture-ELISAs (Müller et al., 1997) (siehe 
2.7.3), sowie durch Western-Blot-Analysen.  
Folgende Proben (je 50 µl jeder Fraktion) wurden untersucht:  
-gereinigtes Zellextrakt aus pAL1 transfizierten Vero 2-2-Zellen (Abb. 3.4-1A) 
-gereinigtes Zellextrakt aus  pAL1LaL infizierten Vero 2-2-Zellen, MOI 0,1 
 (Abb. 3.4–1B) 
-gereinigtes Zellextrakt aus pAL1 transfizierten G16.9-Zellen (Abb. 3.4-1C) 
-gereinigtes Zellextrakt aus pAL1BAC infizierten G16.9-Zellen, MOI 0,1 
 (Abb. 3.4-1D) 







































pAL1 transf. Vero 2-2
Brechungsindex
Abb. 3.4-1A: ELISA zur Detektion von L1-VLPs gewonnen aus pAL1 transfizierten Vero2-2 Zellen         
50 % 10% Rohrzucker 




































pAL1LaL inf. Vero 2-2
Brechungsindex
       
Abb. 3.4-1B: ELISA zur Detektion von L1-VLPs gewonnen aus pAL1LaL (MOI 0,1) infizierten Vero 











































Abb. 3.4-1C: ELISA zur Detektion von L1-VLPs gewonnen aus pAL1 transfizierten G16.9 Zellen 
50 % 10% Rohrzucker 
50 % 10% Rohrzucker 





































Abb. 3.4-1D: ELISA zur Detektion von L1-VLPs  gewonnen aus pAL1BAC (MOI 0,1) infizierten 




















pAL1 transf. Vero 2-2






Abb. 3.4-1E Vergleich der VLP-Ausbeute nach Aufreinigung über den Rohrzucker-Gradienten 
Abb. 3.4-1A-E zeigen die Ergebnisse des Antigen-Capture-ELISAs der einzelnen Gradienten. Je 100 µl 
der angegebenen Fraktionen wurden gemäß 2.4.3 im Capture-ELISA untersucht. Als Positivkontrolle 
dienten zuvor CsCl-gereinigte VLPs; als Negativkontrolle wurde ein Vero 2-2 Zelllysat verwendet.  
Alle ELISAs wurden mit einem Kapsomer-spezifischen Maus-a-L1-Erstantikörper (1:1000 verd.), sowie       
einem HPV-16L1-VLP-spezifischen Kaninchen-Serum (1:4000 verd.) als Zweitantikörper 
durchgeführt. Als Drittantikörper wurde Ziege-a-Kaninchen-POX-Antikörper (1:4000 verd.) 
verwendet. 
50 % 10% Rohrzucker 
50 % 10% Rohrzucker 
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Parallel zu den ELISAs wurden Western-Blot-Analysen der Fraktionen der einzelnen 





























                                                                                               





Abb. 3.4-2: Western-Blot-Analyse des Sedimentationsprofils der L1-VLPs nach Reinigung über 
den Rohrzucker-Gradienten  
Je 7,5 µl der angegebenen Rohrzuckergradientenfraktionen wurden in einem 7,5%igen SDS-Gel 
aufgetrennt, geblottet und mit  Maus-a-L1-Antikörper (1:50 verd.) immungefärbt. Die Position des 
L1-Proteins ist durch einen Pfeil markiert.  A: paL1 tranf. Vero 2-2 B: pAL1 transf. G16.9 C: pAL1LaL 
inf. Vero 2-2, MOI 0,1 D: pAL1BAC inf. G.16.9, MOI 0,1.  
 
 
Nach Reinigung über den Rohrzuckergradienten zeichnete sich für alle Zellextrakte 
das gleiche Sedimentationsprofil ab. Dabei war die Absorption proportional der 
Konzentration an VLPs. Es erfolgte ein Anstieg der Absorption bis etwa Fraktion 9, 
welcher den VLPs zuzuordnen ist, gefolgt von einem Abfall der Kurve bis etwa 
Fraktion 15. In diesem Bereich sind die Intermediate, das heißt die unvollständigen 
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VLPs angesiedelt. Signifikant ist weiterhin der leichte Anstieg der Kurve ab Fraktion 
19, der durch Kapsomere, den Untereinheiten der VLPs, bedingt ist (Müller et al., 
1997). Dabei scheint die Transfektion der Infektion bezüglich der Effizienz deutlich 
überlegen zu sein. Betrachtet man die durch Infektion gewonnen VLPs, dann ist das 
HSV-1 LaL System im Vergleich zu dem HSV-1-BAC System effektiver. Im Western-
Blot (Abb. 3.4-2) stimmte in A, C und D die Expression von L1 mit den Ergebnissen 
des ELISAs überein; B zeigt eine so starke Expression, dass der Kurvenverlauf des 
ELISAs nicht nachvollzogen werden konnte.     
Zur Bestätigung der Formation intakter VLPs wurde die elektronenmikroskopische 
Untersuchung  der Peakfraktion 9 herangezogen. Das Ergebnis wich dann allerdings 
völlig davon ab, was nach Auswertung der ELISAs zu erwarten gewesen wäre. In den 
Proben, die aus der Transfektion stammten, konnten keine intakten Partikel 
nachgewiesen werden. Die durch Infektion mit pAL1LaL bzw. pAL1BAC gewonnenen 
Proben lieferten dagegen einige wenige VLPs, die allerdings eine recht heterogene 
Größenstreuung und eine größere Anzahl undefinierter Proteinaggregate aufwiesen 
(Daten nicht gezeigt). Somit waren die starken Signale im ELISA wahrscheinlich das 
Resultat von verklumpten Kapsomeren und Intermediaten, welche etwa die gleiche  
Dichte wie die intakten VLPs hatten. Sehr erstaunlich war auch, dass aus der 
Produktion mit pAL1BAC überhaupt Partikel nachgewiesen werden konnten, 
nachdem das Signal im ELISA extrem schwach war. Nach gründlicher Analyse der 
Ergebnisse zeigte sich, dass bei der Probengewinnung das Zellpellet unter 
Umständen zu lange mit Ultraschall (3 x 1 min im Ultraschall-Eiswasserbad) 
behandelt wurde und die VLPs als Folge dessen eventuell schon vor der Reinigung 
zum Großteil zerstört waren. Den Hinweis darauf gaben die Untersuchungen zu 
Ausbeute und Stabilität von L1-VLPs bei verschiedenen Aufschlussverfahren von 
Jung & Müller (nicht publiziert), die mir freundlicherweise zur Verfügung gestellt 
wurden. Außerdem konnte das Fehlen von bivalenten Kationen sowie eine zu 
geringe Ionenstärke (Brady et al., 1977; Salunke et al., 1986) im VLP-Puffer und in 
der Rohrzucker-Lösung des Gradienten ein weiterer, die VLPs destabilisierender 
Faktor gewesen sein.  




3 Ergebnisse 106 
3.4.2 Einfluss der Zellaufschlussmethode auf die VLP-Ausbeute 
 
Nach den Ergebnissen der vorausgegangenen Versuche wurde sowohl dem 
Rohrzuckergradienten selbst, als auch dem VLP-Puffer 1,5 mM MgCl2  zugesetzt, um 
auf jeden Fall ausreichend zweiwertige Ionen zur Verfügung zu stellen. Des 
Weiteren erfolgte der Zellaufschluss unter verschiedenen, schonenderen 
Bedingungen, um den Einfluss auf die VLP-Ausbeute beurteilen zu können. 
Dazu wurden VLPs aus pAL1 transfizierten und pAL1LaL infizierten BHK21 Zellen 
wie folgt gewonnen: mittels 3 x Frieren und Tauen, 1 x 15 s Behandlung im 
Ultraschall-Eiswasserbad oder durch 3 x 3 s direkte Ultraschallbehandlung auf Eis 
mittels eines in die Probe eintauchenden Mikrotips und anschließender 
Sedimentation der zellulären Debris. Die Untersuchung beschränkte sich auf die mit 
HSV-1 LaL generierten Amplicons, da deren L1-Expression im Vergleich zu den mit 
BAC verpackten Plasmiden im Western-Blot am stärksten war. 
Auch hier erfolgte die Untersuchung der VLPs mittels des HPV-16-L1-VLP-
spezifischen Antigen-Capture-ELISAs (Abb. 3.4-3 und 3.4-4), der Western-Blot-






























Abb. 3.4-3 Vergleich der VLP-Ausbeute nach Anwendung verschiedener Zellaufschlussverfahren 
Je 100 µl der angegebenen Fraktionen des Rohrzuckergradienten wurden einem Antigen-Capture-
ELISA unterzogen. 1. AK: Kapsomer-spezifischer Maus-a-L1-AK (1:1000 verd.); 2. AK: a-HPV-16-L1-
VLP-spezifisches Kaninchen-Serum (1:4000 verd.); 3. AK: Ziege-a-Kaninchen-POX (1:4000 verd.). 
Abk.: transf.-transfiziert; inf.-infiziert; F.+T.-Frieren und Tauen; US-Ultraschall.   
50 % 10% Rohrzucker 






















                  
Abb. 3.4-4 Ausbeute an VLPs aus pAL1LaL infizierten BHK21-Zellen nach Verwendung 
verschiedener Zellaufschlussmethoden. 
Je 100 µl der angegebenen Fraktionen des Rohrzuckergradienten wurden einem Antigen-Capture-
ELISA unterzogen. 1. AK: Kapsomer-spezifischer Maus-a-L1-AK (1:1000 verd.); 2. AK: a-HPV-16-L1-
VLP-spezifisches Kaninchen-Serum (1:4000 verd.); 3. AK: Ziege-a-Kaninchen-POX (1:4000 verd.). 
Abk.: F.+T.-Frieren und Tauen; US-Ultraschall.  
 
Im Vergleich der einzelnen Zellaufschlussverfahren ist die Ultraschallbehandlung 
der Methode des Frierens und Tauens weit überlegen, da die Ausbeute deutlich 
höher ist (Abb. 3.4-3). Vergleicht man die Behandlung im Ultraschall-Eiswasserbad 
mit dem direkten Ultrabeschallen durch den Mikrotip, dann differieren die 
Ergebnisse etwas, je nachdem ob die Partikel aus den infizierten oder den 
transfizierten BHK21-Zellen gewonnen wurden. Bei den transfizierten Zellen ergab 
sich nach Behandlung mit dem Mikrotip eine höhere Ausbeute. Genau umgekehrt 
verhält es sich dagegen für die infizierten BHK21-Zellen. Dort ist die Ausbeute nach 
Zellaufschluss im Ultraschallwasserbad ein wenig höher (Abb. 3.4-4). Bei den 
transfizierten Zellen lieferte der aggressivere Aufschluss mit dem Mikrotip dagegen 
die besseren Resultate. Die durch Frieren und Tauen gewonnenen Proben wurden 
aufgrund der schlechten Ausbeute nicht weiter untersucht.  
Im Western-Blot wurden anschließend die einzelnen Fraktionen folgender  
Rohrzuckergradienten  bezüglich ihrer L1-Expression untersucht:  
50 % 10% Rohrzucker 
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- gereinigte Zellextrakte pAL1 transfizierter BHK21-Zellen; Aufschluss im 
Ultraschall-Eiswasserbad 
- gereinigte Zellextrakte pAL1 transfizierter BHK21-Zellen; Aufschluss mittels 
Ultraschall-Mikrotip (Daten nicht gezeigt) 
- gereinigte Zellextrakte pAL1LaL infizierter BHK-21Zellen, MOI 0,1; Aufschluss 
im Ultraschall-Eiswasserbad 
- gereinigte Zellextrakte pAL1LaL infizierter BHK-21Zellen, MOI 0,1; Aufschluss 
mittels Ultraschall-Mikrotip (Daten nicht gezeigt) 
 
Im Western-Blot wurde die Hauptmenge des durch schonendere Zell-
Aufschlussverfahren gewonnenen L1-Proteins als Aggregat bei ~200 kDa  detektiert. 
Unter den im Western-Blot standardmäßig verwendeten Bedingungen (siehe 2.4.1) 
waren die L1-Aggregate nicht dissoziierbar. Möglicherweise ist dies auf eine 
Aggregatbildung von L1 mit dem im Rohrzuckergradienten verwendeten MgCl2 
zurückzuführen (siehe Abb. 3.4-2 und 3.4-5). Im Bereich von 56 kDa, in dem das L1-
Protein normalerweise detektiert werden kann, sind dagegen nur schwache Banden 
zu sehen. Der Zellaufschluss der transfizierten und infizierten Zellen mit dem 
Mikrotip führte zum gleichen Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Sowohl die 
hochmolekularen Banden um 200 kDa, als auch die eigentlichen L1-Banden bei 56 
kDa zeigten das gewünschte  und erwartete Elutionsprofil.  
Eine weitergehende Untersuchung einzelner Fraktion durch Transmissions-
Elektronenmikroskopie zeigte, dass nur nach Aufschluss der Zellen im 
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Abb. 3.4-5 Western-Blot-Analyse der nach Zellaufschluss im Ultraschall-Wasserbad gewonnenen, 
gereinigten L1-VLPs 
7,5 µl der jeweiligen Fraktion des Rohrzuckergradienten wurden in 7,5%igen SDS-Gelen aufgetrennt, 
geblottet und mit Maus-a-L1-Erstantikörper (1:50 verd.) immungefärbt. Die Markerproteine (in kDa) 
und das L1-Protein sind markiert. A: aufgereinigte Zellextrakte pAL1 transfizierter BHK21-Zellen. B: 














































50% 10%  Rohrzucker 
50% 10%  Rohrzucker 






















Abb. 3.4-6 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der nach Zellaufschluss im Ultraschall-
Wasserbad gewonnenen L1-VLPs 
VLPs aus pAL1 transfizierten BHK21-Zellen, Vergrößerung: 48 000x (A); VLPs aus pAL1LaL (MOI 0,1) 
infizierten BHK21-Zellen, Vergrößerung: 38 000x (B); Kontrolle: CsCl-gereinigte VLPs,  
freundlicherweise von Martin Müller zur Verfügung gestellt, Vergrößerung: 38 000x (C). A, B und C 
zeigen komplette, intakte L1-VLPs (Pfeile). 




Tab. 3.4-1 Zusammenfassung der elektronenmikroskopisch untersuchten VLP-Fraktionen der 
Rohrzuckergradienten-gereinigten Zellextrakte 
  






VLPs im ELMI1 
pAL1 transf. 4 US-wasserbad - 
pAL1 transf. 7 US-wasserbad + 
pAL1 transf. 7 US-Mikrotip - 
pAL1LaL inf. 6 US-wasserbad + 
pAL1LaL inf. 6 US-Mikrotip - 
1ELMI = Elektronenmikroskop 
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3.5 Vergleich verschiedener Verpackungssysteme für  
       HSV-1 Amplicon-Vektoren 
 
 
Zur Verpackung von HSV-1 Amplicon-Plasmiden sind, wie schon in 1.2.2 
beschrieben, zur Zeit im wesentlichen zwei Verpackungssysteme bekannt: die 
Verpackung mittels Helferviren oder HSV-1-BAC (Bacterial Artificial Chromosome; 
Saeki et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit wurden als Helferviren HSV-1 LaL 
(Logvinoff et al., 2000) und eine verbesserte Version von HSV-1 LaL, HSV-1 LaLDJ 
(Zaupa et al., 2003) verwendet.  
Auf der Basis, der schon in der Einleitung (siehe auch 1.2) und unter 2.6.2.2 
beschriebenen Funktions- und Vorgehensweise bei der Verpackung der Amplicon-
Plasmide war es wichtig die Verpackungssysteme miteinander zu vergleichen. Als 
Parameter wurden die Verpackungseffizienz, die Kontamination mit Helfervirus und 
die Expression des auf dem Amplicon-Plasmid kodierten Transgens herangezogen. 
Als Modellplasmide dienten pAL1 und pAL1NE7. Manche Ergebnisse bezüglich der 
Expression von L1 wurden schon unter 3.4.1 teilweise besprochen. Parallel dazu 
wurde untersucht, wie sich die Transgenexpression nach Infektion verschiedener 
Zelllinien mit Amplicons verhält, welche mit Hilfe verschiedener Verpackungs- 
Systeme produziert wurden. 
 
3.5.1  Vergleich der Verpackungseffizienz und der Helferkontamination 
 
Als Maß für die Verpackungseffizienz der Amplicons, die nach Verpackung von pAL1 
durch HSV-1 LaL, HSV-1 LaLDJ und HSV-1-BAC unter vergleichbaren Bedingungen 
erhalten wurden, wurde nach Titration im EGFP-Assay die Menge der Amplicons in 
tu/ml herangezogen. Die Menge an kontaminierenden Helferviren wurde mit dem 
klassischen Plaque-Assay in pfu/ml bestimmt. 
Dabei eröffnete sich schon zu Beginn das Problem, dass bei der Verpackung mit 
HSV-1 LaLDJ keine Amplicons erhalten wurden. In den mit pAL1 transfizierten BHK-
CINA6-Zellen fand nach Überinfektion mit HSV-1 LaLDJ zwar eine Verpackung statt, 
aber nach Reinigung des Amplicon/Helfervirus-Gemisches mittels TE-CRE 
GRINA129-Zellen konnten im EGFP-Assay keine Amplicons mehr detektiert werden. 
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Trotz wiederholter Versuche und Anstrengungen gelang es nicht mit HSV-1 LaLDJ-
Helfervirus Amplicon-Stammlösungen zu erhalten. Lediglich die Produktion einer 
Virusstammlösung bestehend aus Amplicons und Helferviren (pAL1DJ/DJ) war 
möglich.  
Wesentlich effektiver war das HSV-1 LaL System. Der Mischpool pAL1LaL/LaL 
enthielt schon  5x107 Amplicons/ml und der Titer des HSV-1 LaL Helfervirus lag bei 
2,3x108 pfu/ml. Durch den Reinigungsschritt ließ sich mit Hilfe der TE-CRE30-Zellen 
die Helferlast um vier Zehnerpotenzen auf 5,1x104 pfu/ml senken. Der 
Amplicontiter reduzierte sich im Vergleich nur um eine Zehnerpotenz auf 1,5x106 
tu/ml.  
Die Verpackung mit HSV-1-BAC lieferte pAL1BAC-Amplicon-Stammlösungen mit 
einer Konzentration von 1x105 tu/ml und war damit um eine Zehnerpotenz 
niedriger als nach Verpackung mit HSV-1 LaL. Ferner wurde mit dieser 
Verpackungsmethode keine Helfervirus-Kontamination festgestellt (Tab. 3.5-1).  
 







pAL1LaL aus BHK21-Zellen 
verunreinigt mit HSV-1 LaL = 
pAL1LaL/LaL 
5x107 2,3x108 
pAL1LaL aus TE-CRE30 Zellen = 
pAL1LaL 
1,5x106 5,1x104 
pAL1DJ aus BHK-CINA6-Zellen 
verunreinigt mit HSV-1 LaLDJ = 
pAL1DJ/DJ 
4x104 1,77x105 
pAL1DJ aus TE-CRE GRINA 129-
Zellen = pAL1DJ 
------ ------ 
pAL1BAC aus Vero 2-2-Zellen = 
pAL1BAC 
1x105 
Keine  Kontamination mit 
Helfervirus 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das HSV-1 LaL System bezüglich der 
Verpackungseffizienz die besten Resultate lieferte. Was die Kontamination mit 
Helferviren betrifft, war HSV-1-BAC eindeutig allen anderen Verpackungssystemen  
überlegen, da im Plaque-Assay keinerlei Helferviren nachgewiesen werden 
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konnten. Als gänzlich unbefriedigend stellte sich, trotz zahlreicher Versuche, das 
HSV-1 LaLDJ-Virus-System heraus, da schon nach der Virusvermehrung auf BHK-
CINA6-Zellen keine zufriedenstellende Ampliconausbeute (drei log-Einheiten 
niedriger als mit HSV-1 LaL) erzielt wurde und die Darstellung gereinigter 
Amplicons auch durch Vermehrungsversuche mit TE-CRE GRINA 129-Zellen nicht 
gelang. Daher wurden alle weiteren Untersuchungen mit dem HSV-1 LaL und HSV-1-
BAC-System durchgeführt. 
 
3.5.2  Permissivität verschiedener Zelllinien für die Infektion mit Amplicons 
 
Es zeigte sich in einer Reihe von Versuchen, dass mit Amplicons, die mit HSV-1 LaL 
produziert wurden, nicht nur jede im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zelllinie 
infiziert werden konnte, sondern dass auch die Transgenexpression erfolgreich war. 
Nun stellte sich die Frage, ob die mit Hilfe des BAC-Systems gewonnenen Amplicons 
über ähnlich gute Eigenschaften verfügten. Um dies zu klären wurden L929-, 
BHK21-, Vero 2-2- und G16.9-Zellen mit pAL1NE7-Plasmid transfiziert 
(Positivkontrolle) und parallel dazu mit pAL1NE7BAC-Amplicon (MOI 0,1) infiziert. 
Die einen Tag später durchgeführte Kontrolle der Transfektion bzw. Infektion 
anhand der EGFP-Expression im inversen Fluoreszenzmikroskop dokumentierte,    
dass alle Zellen, wenn auch mit etwas unterschiedlicher Effizienz, gut 
transfizierbar waren, aber nach Amplicon-Infektion nur die G16.9-Zelllinie EGFP-
Fluoreszenz zeigte (Tab. 3.5-2). 
Da aber die EGFP-Fluoreszenz alleine noch keine Aussage über die Expression des 
Transgens erlaubte, wurden die standardmäßig aufbereiteten Proben bezüglich 
ihrer L1NE7-Expression im Western-Blot untersucht. Die Ergebnisse (Abb. 3.5-1) 
zeigten, dass die transfizierten Vero 2-2-Zellen die stärkste Expression aufwiesen, 
gefolgt von den transfizierten G16.9 und BHK21-Zellen. Nach Infektion mit dem 
pAL1BAC-Amplicon war lediglich in G16.9-Zellen eine schwache L1NE7-Bande zu 
detektieren. Die Expression des Transgens war somit nach Infektion mit dem HSV-1-
BAC verpackten Amplicon deutlich schwächer als nach Transfektion mit dem 
Ausgangsplasmid. Damit deckten sich die Ergebnisse der Fluoreszenzbeobachtung 
mit denen der Western-Blot-Analyse, so dass die EGFP-Expression in diesem Fall  
auch ein Parameter für die Expression des Transgens L1NE7 darstellte.  
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Tab. 3.5-2 Kontrolle des Transfektions-/Infektionserfolges verschiedener Zelllinien nach 





















- keine; ½ + schwach; + mittel; ++ stark 
 
Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass HSV-1-BAC Amplicons entweder 
bevorzugt G16.9-Zellen infizierten oder dass diese Zellen eine für die 
Transgenexpression notwendige Funktion zur Verfügung stellten. Dafür kam der 
Transkriptaktivator VP16 in Frage, der von G.16.9-Zellen konstitutiv exprimiert 
wird und bekanntermaßen auch ein Strukturbestandteil reifer Viruspartikel ist. 
Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die Erhöhung der Virusmenge bei der 
Infektion, was gleichbedeutend mit einer erhöhten, in die Zellen eingebrachten  
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Abb. 3.5-1 Untersuchung der Permissivität verschiedener Zelllinien für pAL1NE7BAC-Amplicons 
(MOI 0,1) mittels Western-Blot-Analyse  
Gesamtzellextrakte (5 µl) der angegebenen infizierten, transfizierten und MOCK-behandelten 
Zelllinien  wurden in einem 7,5%igen SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit Maus-a-L1-Antikörper 






3.5.3  Einfluss der eingesetzten Amplicon-Menge auf die Transgenexpression 
 
3.5.3.1 MOI-Abhängigkeit der L1-Expression nach Infektion mit pAL1BAC 
 
Um zu klären ob der Einsatz einer zehnfach höheren Amplicon-Menge auch zu einer 
vergleichbaren Steigerung der Expression führt, wurden Vero 2-2 und G16.9-Zellen 
mit pAL1 transfiziert (Positivkontrolle) und parallel durch pAL1BAC mit einer MOI 
von 0,1 und 1 infiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen geerntet und einer 
Western-Blot-Analyse unterzogen. Die Ergebnisse des Western-Blots (Abb. 3.5-2) 
zeigten, dass bei einer MOI von 1 auch in Vero 2-2-Zellen eine zusätzliche Bande 
detektiert wurde, die ein Laufverhalten wie das L1-Protein aufwies. In G16.9-
Zellen war eine dünne Bande schon nach Infektion mit MOI 0,1 sichtbar und bei der 

























































L1NE7 (~64 kDa) 

















Abb. 3.5-2 Untersuchung  der MOI-Abhängigkeit der L1-Expression in Vero2-2 und G16.9 –Zellen 
zwei Tage nach Infektion mit pAL1BAC mittels  Western-Blot-Analyse 
Zwei Tage nach Infektion konnte L1 in Vero 2-2-Zellen nur bei einer  MOI von 1 detektiert werden. 
In G16.9-Zellen trat dagegen schon bei MOI 0,1 eine schwache Bande auf, die bei einer MOI von 1 
deutlich verstärkt wurde. 




Die Ergebnisse ließen die Aussage zu, dass die Expression des auf dem Amplicon-
Plasmid kodierten Transgens von der Menge an infektiösen Partikeln pro Zelle 
abhängt.  
Nun stellte sich die Frage, ob der gleiche Zusammenhang zwischen Expression und 
der Menge an infektiösen Partikeln pro Zelle auch für das HSV-1 LaL-System gilt und 
es wurde untersucht, ob mit einem höheren Amplicon-Input auch die VLP-














































































Vero 2-2 G16.9 
MOI 1 MOI 0,1 
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3.5.3.2 MOI-Abhängigkeit der L1-Expression nach Infektion mit pAL1LaL 
 
Die Untersuchung der MOI-Abhängigkeit der VLP-Produktion nach Infektion durch 
L1-Amplicons wurde wie in Kapitel 3.4 beschrieben ausgeführt.  
Dazu wurden BHK21-Zellen mit pAL1LaL bei einer MOI von 0,1 und 1 infiziert. Zwei 
Tage nach Infektion erfolgte die Aufreinigung der Zellextrakte mittels eines 
Rohrzuckerdichtegradienten. Der Gradient wurde in Fraktionen à 500 µl ausgetropft 
und die einzelnen Fraktionen einer Western-Blot-Analyse unterzogen (Abb. 3.5-3). 
 

























Abb. 3.5-3 Untersuchung der MOI-Abhängigkeit der L1-VLP-Produktion in pAL1LaL infizierten 
BHK21-Zellen im Western-Blot 
Je 9,2x106 BHK21-Zellen wurden mit paL1LaL-Amplicons mit einer MOI von 0,1 (A) bzw. MOI 1 (B) 
infiziert, zwei Tage später geerntet und die Zellextrakte über einen 10-50%igen Rohrzucker-
Gradienten gereinigt.  
SDS-PAGE mit 7,5%-Gel. Detektion: Maus-a-L1-Antikörper (1:50 verd.). Proben: es wurden je 7,5 µl 
der ausgetropften Fraktionen im Western-Blot untersucht. Die Marker-Proteine (in kDa) und das L1-






























50 % 10% Rohrzucker 
50 % 10% Rohrzucker 
3 Ergebnisse 118 
Aus den Resultaten der Western-Blot-Analyse wurde deutlich, dass die L1-VLP 
Produktion durch eine Amplicon-Infektion bei MOI 1 signifikant erhöht ist. Damit 
korreliert dieser Befund mit der bei HSV-1-BAC-Amplicon-Infektionen beobachteten 



























4.1 Darstellung und Expression von Antigenen aus HPV-16 mit Hilfe  
     des Amplicon-Vektorsystems 
 
Anhand der Expression der beiden HPV-16 Proteine L1 und E7 sollte die Frage 
beantwortet werden, wie effektiv das Amplicon-System Fremdantigene 
transduzieren kann. L1 und E7 stehen stellvertretend für alle denkbaren Proteine 
mit den verschiedensten Funktionen, wie zum Beispiel Zytokine oder toxische 
Proteine zur Zerstörung von Krebszellen. E7 und L1 sind sehr attraktive Kandidaten, 
da sie beide für die Immuntherapie des Cervix-Karzinoms von Bedeutung sind 
(1.4.1; zur Hausen, 2002). Im Folgenden wird die Expression der einzelnen und der 
Fusionsproteine näher beleuchtet.  
 
4.1.1 Darstellung und Expression modifizierter E7-Proteine 
 
Alle in dieser Arbeit exprimierten E7-Proteine waren modifiziert (Abb. 3.1-1). Ein in 
Bakterien exprimiertes Wildtyp-Protein diente lediglich als Kontrolle für die 
Western-Blot-Analyse. Alle E7-Konstruktionen außer pAE7_60 wurden mit Protein-
Tags versehen. Im Gen des E7D35HF-Proteins ist der N-Terminus um 35 
Aminosäuren deletiert worden; E7_60 und E7hu60 fehlen die letzten 38 C-
terminalen Aminosäuren. 
 
Nach Verpackung der erstellten E7-Konstruktionen mit HSV-1 LaL und Analyse der 
Proteinextrakte aus Amplicon-infizierten BHK21-Zellen im Western-Blot (Abb. 3.1-
3) zeigte sich für E7_60 und E7hu60 eine schwache Expression. Beide Proteine 
ergaben bei ~15 kDa ein Signal, obwohl sie nur ein theoretisches Molekulargewicht 
von 6,8 kDa haben. Das atypische Laufverhalten veränderter E7-Proteine wurde 
auch von Reinstein et al. (2000) beschrieben.  Eventuell ist es durch die Azidität 
der beiden Proteine erklärbar. Für das E7F-Protein wurde ein noch schwächeres 
Signal detektiert; E7D35HF und E7HF waren mit Hilfe des Western-Blots nicht 
nachweisbar. Mit Ausnahme von E7hu60 ist die schlechte Expression der 
modifizierten E7-Konstruktionen möglicherweise auf ein, für die Zelle nicht 
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optimales DNA-Kodon zurückzuführen. Es ist bekannt, dass Organismen 
verschiedene Basentripletts zur Kodierung der gleichen Aminosäure bevorzugen 
(siehe auch 1.4.3). Deshalb kann zum Beispiel das Einbringen eines viralen Gens in 
ein Expressionssystem mit einer reduzierten Expression desselben einhergehen 
(Ikemura et al., 1981; Smith et al., 1996). Da die E7 Proteine viralen Ursprungs 
sind, wäre eine Adaption der Kodon-Nutzung an die der Säuger, insbesondere die 
des Menschen, ein sinnvoller Ansatz die E7-Expression zu steigern. Im E7hu60-Gen 
wurde dies realisiert (siehe auch 7.2). Die detektierte Expression war stärker als 
die der E7-Proteine ohne humanisiertes Kodon; allerdings verstärkte sich die 
Protein-Expression nicht im erwarteten Maße. Daraus lässt sich schließen, dass 
noch andere Gründe für die schlechte Expression vorliegen müssen.  
 
Einer davon ist in der Natur des E7-Proteins selbst begründet. Selvey et al. (1994) 
zeigten, dass E7 mit einer Halbwertszeit von 30-40 Minuten (Reinstein et al., 2000) 
extrem instabil ist. Nachdem durch Ubiquitinylierung des N-Terminus E7 für den 
Abbau markiert wurde, erfolgt durch das 26S-Proteasom die Degradation. Die 
Einführung eines N-terminalen, nicht aber eines C-terminalen Myc-Tags verhinderte 
den Abbau. Ebenso inhibierte die Gabe von Lactacystin, einem spezifischen 
Proteasehemmer, die Degradation von E7 nahezu vollständig (Reinstein et al., 
2000). 
 
Da die Amplicon-infizierten Zellen erst zwei Tage nach Infektion geerntet wurden, 
wäre es denkbar, dass die verschiedenen E7-Proteine bereits degradiert waren. Ein 
weiterer Grund für die geringe Transgenexpression könnte auch im Amplicon-
System selbst liegen. Das „virale host shutoff“-Protein (vhs-Protein) induziert durch 
Destabilisierung viraler und vor allem auch zellulärer mRNA ein Abdrehen der 
zellulären Proteinsynthese (Kwong & Frenkel, 1989). Dies resultiert in einer 
bevorzugten Expression der viralen Proteine. Im Vergleich zu einer Infektion mit 
dem Wildtyp-Virus ist durch die fehlende vhs-Neusynthese nur die im Tegument 
vorhandene Menge an vhs verfügbar. Die somit unverminderte, zelluläre 
Proteinsynthese könnte eine (i) reduzierte E7-Expression und (ii) einen verstärkten 
Abbau von E7 zur Folge haben. Um die gerade erläuterten Vermutungen zu klären, 
wäre für zukünftige Experimente eine Kinetik sinnvoll, die schon innerhalb der 
ersten 15 Minuten einsetzt, sowie die Bestimmung der mRNA-Menge der 
verschiedenen E7-Konstruktionen.  
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4.1.2 Darstellung und Expression von L1-, L1-L2- und L1/E7-Proteinen 
 
Es gelang alle vier verschiedenen L1-Konstruktionen, L1, L1-L2, L1E7 und L1NE7 in 
das pA-EUA2 Amplicon-Plasmid einzufügen, mit Hilfe von HSV-1 LaL zu verpacken 
und nach Infektion von BHK21-Zellen mit Amplicons, zu exprimieren. Die 
exprimierten Proteine wurden sowohl einer Western-Blot-Analyse, als auch der 
Immunfluoreszenz unterzogen. 
 
Im Gegensatz zu den E7-Konstruktionen zeigten insbesondere L1, L1-L2 und L1NE7 
im Western-Blot (Abb. 3.2-4) eine sehr starke Expression. Das L1E7-Signal war 
gegenüber den anderen L1-Proteinen deutlich schwächer, im Vergleich zu E7_60 
und E7hu60 aber immer noch sehr stark. L1NE7 zeigte die stärkste Expression 
gefolgt von L1 und L1-L2. Die Expression von L2 wurde mittels Immunoblot in einem 
gesonderten Versuch nachgewiesen, da es sich bei L1-L2 um kein Fusionsprotein 
handelt.  
 
Das L1-Wildtyp-Protein ist transient nur in sehr kleinen Mengen exprimierbar (Leder 
et al., 2001). Leder et al. (2001) zeigten, dass durch Verwendung humanisierter 
Kodons für das L1-Gen in Säugerzellen eine sehr starke L1-Expression erreicht 
werden kann. Dies legt nahe, dass die starke Expression von L1, L1-L2 und L1NE7 
auf die Verwendung des humanisierten L1-Kodons zurückzuführen ist (siehe auch 
1.4.3 und 4.1.1). Die geringere Ausbeute an L1E7 ist möglicherweise darauf 
zurückzuführen, dass es als Einziges aus der Reihe der L-Proteine über kein 
Kernlokalisierungssignal (NLS) verfügt.  Das NLS sorgt dafür, dass die 
synthetisierten Proteine in den Kern zurückwandern, wo sie den 
Degradationsmechanismen der Zelle entzogen sind.  
 
Die L2-Expression war im Western-Blot (Abb. 3.2-5) sehr stark. Allerdings ist kein 
direkter Vergleich mit der L1-Expression und damit auch keine Aussage über das 
reale Mengenverhältnis von exprimiertem L1 zu L2-Protein möglich, da 
verschiedene Antikörper zur Detektion verwendet wurden. Der zwischen das L1-und 
L2-Gen eingefügte IRES erhöht lediglich die Wahrscheinlichkeit einer effektiven L2-
Translation. Die Proteinexpression von L1 und L2 könnte durch Anfügen eines 
identischen Protein-Tags an L1 und L2 und Analyse der Zellextrakte mit einem Tag-
spezifischen Antikörper im Western-Blot verglichen werden.  
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Zur Untersuchung der Lokalisation der exprimierten L1-Konstruktionen in der Zelle 
wurde mit Amplicon-infizierten BHK21-Zellen eine indirekte Immunfluoreszenz 
durchgeführt und die Objekte mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert (siehe 
auch 3.2.2.2).  
 
Alle vier verschiedenen L1-Proteine zeigten nach Detektion mit einem a-L1-
Erstantikörper die erwartete, überwiegend nukleäre Lokalisation. Allerdings waren 
Unterschiede in der Intensität der einzelnen Signale zu beobachten (Abb. 3.2-6 und 
nicht gezeigte Daten). L1, welches in voller Länge exprimiert wurde, war vor allem 
im Kern als punktförmiges Signal sichtbar. Dieses Ergebnis deckt sich mit den 
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, unabhängig davon ob ein humanisiertes 
oder ein natives Gen verwendet wurde, oder die Expression in höheren Zellen oder 
Pflanzen erfolgte (Heino et al., 1995; Leder et al., 2001; Warzecha et al., 2003). 
Das L1-Signal, welches nach Infektion mit pAL1L2LaL erhalten wurde, war dagegen 
schwächer. Die beiden Fusionsproteine aus L1 und E7, L1E7 und L1NE7 zeigten 
dagegen eine sehr starke Fluoreszenz im Kern, obwohl durch die C-terminale 
Deletion von L1 die L1-Kernlokalisationssignale entfernt wurden. Mitverantwortlich 
dafür ist möglicherweise das zwischen den Aminosäuren 16 und 42 des E7-Proteins 
lokalisierte NLS (Fujikawa et al., 1994). Das L1E7-Signal war etwas schwächer als 
das L1NE7-Signal. Dies ist auf das zwischen L1 und E7 eingefügte NLS von SV40 
zurückzuführen, das im Falle von L1NE7 zusätzlich für die Anreicherung des 
Proteins im Kern sorgt. Die Kernlokalisierung der verschiedenen L1-Proteine, vor 
allem aber des nativen L1, könnte ein Hinweis darauf sein, dass die Formation von 
VLPs, bzw. des Viruskapsids auf den Kern beschränkt ist (Leder et al., 2001). 
 
Fasst man die Ergebnisse der Expressionsstudien der E7- und L1-Proteine zusammen 
ergibt sich folgendes Bild: der Einsatz von Amplicon-Vektoren zur Expression reiner 
E7-Proteine scheint aufgrund der geringen Menge an exprimiertem Protein eher 
unwahrscheinlich. Da mit den L1-Konstruktionen eine zufriedenstellende Expression 
erreicht wird, liegt die geringe Ausbeute an Protein nicht im Amplicon-Vektor-
System begründet, sondern eher in der Natur des E7-Proteins selbst (Selvey et al., 
1994; Reinstein et al., 2000). Zur Verbesserung der Stabilität sollte deshalb eine 
erhöhte Halbwertszeit von E7 und E7-Derivaten angestrebt werden. Dies könnte 
durch Schutz des N-Terminus vor Ubiquitinylierung  mittels Anfügen von Protein-
Tags, wie zum Beispiel eines Myc-Tags erreicht werden. Die starke Expression des 
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VP22E7hu60-Proteins (3.1.4.1, Michel et al., 2002), bei dem durch N-terminale 
Fusion von E7hu60 mit VP22 der N-Terminus des E7hu60-Proteins geschützt ist, 
sowie des L1NE7-Proteins (Abb. 3.2-4 und 3.2-6D) unterstützt diesen Ansatz. Die N-
terminale Deletion von 11 Aminosäuren ist eine weitere Möglichkeit das Protein zu 
stabilisieren (Reinstein et al., 2000). Weitergehende Modifikationen des N-
Terminus sowie ein Austausch interner Lysin-Reste, die geringfügig an der 
Ubiquitinylierung beteiligt sind, könnten der Schlüssel zum Erfolg sein.  
 
Anhand der L1-Expression konnte gezeigt werden, dass das Amplicon-System 
durchaus ein vielversprechender Kandidat zur Transduktion von Zellen mit 
Transgenen ist. Für die reine in vitro Produktion von VLPs stehen bereits andere, 
sehr effektive Systeme wie Bakterien (Li et al., 1997; Chen et al., 2001), das 
Baculovirus-System (Rose et al., 1993) oder inzwischen sogar Pflanzen (Varsani et 
al., 2003; Warzecha et al.,2003) zur Verfügung. Allerdings enthält das mit Hilfe 
dieser Systeme exprimierte L1-Protein keine oder andere Modifikationen (z.B. 
Glykosylierungen) wie das nach Infektion mit HPV-16 im Menschen gebildete L1. Mit 
Hilfe von Amplicon-Vektoren wäre es möglich das L1-Gen einzuschleusen und 
ebenso wie das native L1-Protein zu exprimieren. Deshalb ist es auf jeden Fall 
erstrebenswert das Amplicon-System für die in vivo-Applikation zu verbessern, 
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4.2 Neue Hybrid Amplicon-Vektoren durch Fusion herpesviraler  
     Proteine mit HPV-16-E7 
 
Abweichend vom klassischen Weg Amplicon-Vektoren ausschließlich als Transport-
vehikel für Transgene zu nutzen, gelang es in dieser Arbeit durch Fusion der 
herpesviralen Proteine VP22 und Glykoprotein C (gC) mit dem verkürzten E7-
Protein (AS 1-60) von HPV-16 das Amplicon-Viruspartikel selbst zu verändern. Beide 
Fusionen zielen darauf ab die gegen E7 gerichtete Immunantwort zu verstärken. 
Leider war es aus verschiedenen Gründen nicht mehr möglich die Hybrid-Vektoren 
im Tierversuch zu testen. 
 
4.2.1 Amplicon-Vektoren mit VP22E7hu60 Tegumentprotein 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der C-Terminus des VP22-Gens erfolgreich mit dem 
verkürzten (AS 1-60), humanisierten E7-Gen (E7hu60-Gen) fusioniert und exprimiert 
(Abb. 3.1-10). Warum gerade VP22? Wie schon unter 1.1.5 geschildert, 
propagierten Elliott & O’Hare (1997) für VP22 eine interzelluläre 
Transportfunktion. Durch Fusion von VP22 mit E7hu60 sollte es zu einem Export des 
Fusionsproteins in benachbarte Zellen kommen. Somit hätten die Nachbarzellen der 
Amplicon-infizierten Zelle ebenfalls die Möglichkeit über den MHC-I 
Präsentationsweg (siehe auch 1.3.2) die Immunantwort zu aktivieren.  
 
Um dies realisieren zu können waren drei Dinge notwendig: (i) eine ausreichend 
starke Expression des Fusionsproteins VP22E7hu60, (ii) die korrekte Inkorporation 
von VP22E7hu60 in die Hülle des Amplicons und (iii) der Export des Fusionsproteins 
aus der infizierten in die benachbarten Zellen.  
 
VP22E7hu60 wurde in transfizierten Zellen stark exprimiert (Abb. 3.1-14) und auch 
korrekt in das Amplicon inkorporiert (siehe auch 3.3). Mit Hilfe der 
Immunfluoreszenz-Analyse wurde untersucht, ob nach Infektion mit 
pAVP22E7hu60LaL ein Transport des Proteins in die benachbarten Zellen stattfindet 
(3.1.4.1). Sowohl transfizierte (Positivkontrolle, Abb. 3.1-15) als auch infizierte 
Zellen (Abb. 3.1-16) zeigten eine nahezu identische Fluoreszenzfärbung. 
VP22E7hu60 war vor allem zytoplasmatisch im Randbereich von Kern und 
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Zytoplasmamembran lokalisiert. Es konnte kein eindeutiger Hinweis auf einen 
interzellulären VP22E7hu60-Transport gefunden werden. Das gehäufte Auftreten 
von VP22E7hu60 entlang der Zytoplasmamembran ist eventuell ein Hinweis darauf, 
dass doch ein Transport aus der Zelle heraus stattfindet. Ein Kritikpunkt am 
verwendeten Versuchsaufbau ist, dass eine Kokultivierung von transfizierten/ 
infizierten Zellen mit unbehandelten Zellen einer anderen Zelllinie wahrscheinlich 
ein eindeutigeres Ergebnis erbracht hätte. Fasst man die experimentellen Daten 
zusammen, ist der interzelluläre Transport nahezu auszuschließen. Dieses etwas 
widersprüchliche Ergebnis spiegelt sich auch in den Daten anderer Arbeitsgruppen 
wieder. So berichteten O’Hare & Elliot (1997 und 1999b) nach Fixierung der Zellen 
vom erfolgreichen, interzellulären Transport eines VP22-GFP-Fusionsproteins; Fang 
et al. (1998) konnten dies in situ trotz Verwendung des gleichen Proteins nicht 
bestätigen. Michel et al. (2002) dokumentierte die, in dieser Arbeit nicht 
nachvollziehbare, Ausbreitung von VP22E71-60,  ausgehend von transfizierten Zellen. 
Andere Arbeitsgruppen führen die Transportfunktion von VP22 auf die Art des 
Fusionspartners zurück (Rutjes et al., 2003) und stellen damit das Dogma von VP22 
als universellem „Shuttle-Protein“ in Frage. Lundberg (2001) bezeichnet den VP22-
Transportmechanismus gar als ein Artefakt, das auf die Fixierung der Zellen mit 
Methanol zurückzuführen sei. Weitergehende Untersuchungen führten zu der 
These, dass VP22 als sehr basisches Protein hauptsächlich an Strukturen auf der 
Zelloberfläche, wie zum Beispiel Heparansulfat, bindet und dann, ähnlich dem 
Mechanismus der DNA-Transfektion mit Polykationen, via Endozytose internalisiert 
wird (Lundberg et al., 2003). Diese Aussage wird dadurch untermauert, dass die 
nachweisbare Proteinmenge in lebenden Zellen minimal ist und erst nach Fixierung 
mit permeabilisierenden Agenzien wie Methanol einen sprunghaften Anstieg 
erfährt.  
 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass nach Infektion mit pAVP22E7hu60LaL-
Amplicons kein interzellulärer Transport beobachtet werden konnte. Da die 
transfizierten Zellen das gleiche Fluoreszenzmuster zeigten, ist ein Zusammenhang 
zwischen der Verwendung des Amplicon-Vektors und der fehlenden 
Transportfunktion sehr unwahrscheinlich. Eine zu geringe Menge an VP22E7hu60-
Protein kann durch die Analyse transfizierter (Abb. 3.1-14) und infizierter (Daten 
nicht gezeigt) Zellextrakte im Western-Blot, sowie die Expression des EGFP-
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Kontrollgens in der Immunfluoreszenz (Abb. 3.1-15 und 3.1-16) ebenfalls 
ausgeschlossen werden. Unter Einbeziehung der Beobachtungen von Lundberg et 
al. (2003) könnte die Diskrepanz zu den Daten von Michel et al. (2002), der eine 
VP22-Transportfunktion für die Fusion mit E71-60 nachwies, auf die von ihm 
verwendete Methanol-Fixierungstechnik zurückzuführen sein.   
 
4.2.2 Amplicon-Vektoren mit verändertem Glykoprotein C 
 
Neben der Fusion des Tegumentproteins VP22 mit E7hu60 gelang auch die Fusion 
von Glykoprotein C (gC) mit E7hu60 (gCE7hu60-Protein). Das so abgewandelte gC 
soll vergleichbar dem Wildtyp-Protein in die Virushülle eingebaut werden und durch 
die direkte Präsentation des E7hu60-Antigens auf der Virusoberfläche zu einer 
verstärkten Immunantwort führen. E7hu60 wurde unter Erhalt der meisten 
Glykosylierungsstellen in gC inseriert (Abb. 3.1-12). Die glykosylierten 
Peptidregionen sind zwar nicht direkt an der Immunreaktion beteiligt, sorgen aber 
dafür, dass die Epitope der Antigenischen Region II die korrekte Konformation 
einnehmen (Sjöblom et al., 1987). 
 
Die korrekte E7hu60-Präsentation im modifizierten gC, wurde nach vorausgehender 
Expressionskontrolle (Abb. 3.1-17) und der Aufreinigung des pAgCE7hu60LaL-
Amplicons wie folgt nachgewiesen: (i) durch Assoziation von gCE7hu60 mit dem 
gereinigten Amplicon-Viruspartikel mittels Western-Blot-Analyse (siehe auch 3.3) 
und (ii) Präsentation des E7hu60-Antigens auf der Virushülle mittels eines E7-
spezifischen Antigen-Capture-ELISAs (siehe auch 3.3.3). Allerdings stellte sich 
heraus, dass bei Gebrauch eines polyklonalen a-HSV-1-Antikörpers im Capture-
ELISA sehr leicht falsche Ergebnisse entstehen können. Dies ist auf die hohe 
Kreuzreaktivität des polyklonalen Antikörpers, zum Beispiel mit zellulären 
Bestandteilen, zurückzuführen. Deshalb wäre zur Verbesserung des ELISAs die 
Verwendung zweier monoklonaler Antikörper, eines HSV-1 spezifischen-, wie a-gB 
und eines E7-spezifischen-Antikörpers verschiedener Spezies sinnvoll.  
Nachdem nun Amplicons mit verändertem gC zur Verfügung stehen, soll an dieser 
Stelle auf einen möglichen Einsatz im Hinblick auf Vakzinierung und der zu 
erwartenden Immunantwort eingegangen werden.  
Bei Applikation des pAgCE7hu60LaL-Amplicons wäre sowohl eine verstärkte 
Aktivierung der MHCI- als auch der MHCII-vermittelten Immunantwort denkbar.  
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Die Glykoproteine sind in der infizierten Zelle nicht nur in der Virushülle, sondern 
auch in sämtlichen zellulären Membranen (ER, Golgi-Apparat, Zytoplasmamembran, 
Kernmembran) anzutreffen und somit auf der Zelloberfläche präsent (Roizman & 
Sears, 1996a). Es ist davon auszugehen, dass gCE7hu60, ebenso wie das gC-Wildtyp 
Protein, auf der Oberfläche der Zelle vorliegt. Daneben präsentiert das MHCI-
Molekül Peptid-Fragmente des gCE7hu60-Proteins. Beides zusammen sollte in  einer 
Immunantwort, wie zum Beispiel der Anlockung von B-Zellen, Makrophagen und 
CTLs, resultieren. Diese präsentieren mit Hilfe von MHCII-Molekülen nach 
Phagozytose der infizierten Zellen ebenfalls Fragmente von E7hu60. Das Resultat 
ist unter anderem die Aktivierung von B-Zellen und die Produktion spezifischer 
Antikörper gegen E7hu60. 
 
Parallel zu den gerade aufgezeigten Möglichkeiten die Immunreaktion zu 
stimulieren, können Amplicon-Vektoren dendritische Zellen (DCs) möglicherweise 
durch direkte Infektion aktivieren. Es ist bekannt, dass HSV-1 die sehr effektiv 
Antigen-präsentierenden DCs infiziert (Kruse et al., 2000; Mikloska et al., 2001). 
Das Virus kann allerdings in diesem Zelltyp nicht replizieren. Trotzdem werden 
aber durch die HSV-1 Infektion wichtige Rezeptoren auf der Oberfläche der DCs, 
unter anderem auch CD40-Moleküle herabreguliert, die für die Aktivierung der T-
Zell-Immunantwort von Bedeutung sind (Kruse et al., 2000; Samady et al., 2003). 
Samady et al. (2003) zeigten, dass dies auf das vhs-Protein zurückzuführen sein 
könnte; eine andere Gruppe macht die Expression der IE-Gene dafür verantwortlich 
(Kruse et al., 2000). Da das Amplicon aber weder über IE-Gene noch über ein vhs-
Gen verfügt, könnte eine Infektion von DCs mit Amplicon-Vektoren möglicherweise 
in einer effektiven Antigen-Präsentation mittels MHCII und einer Stimulation der 
Immunantwort resultieren.  
Aus all diesen Überlegungen ergeben sich eine Reihe neuer Versuchsansätze. So 
wäre es interessant nach Infektion von DCs mit Wildtyp-Virus und mit Amplicons 
eine vergleichende Analyse der Immunantwort durchzuführen. Ebenso wäre der 
direkte Vergleich der Immunreaktion Antigen-gepulster DCs mit Amplicon-
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4.3 Auf der Suche nach dem Optimum: Vergleich der  
      Verpackungssysteme für HSV-1 Amplicon-Vektoren 
 
Der unter 4.1 und 4.2 besprochene Teil der Arbeit ist der Erstellung diverser 
Amplicon-Plasmide, deren Verpackung und Expression sowie der Modifikation von 
Amplicon-Vektoren gewidmet. Der nun folgende Teil beschäftigt sich vor allem mit 
der Bewertung von Verpackungssystemen für Amplicon-Vektoren. Dazu wurden die 
zwei Helfervirussysteme HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ und das HSV-1 BAC System 
bezüglich Verpackungseffizienz, Helferviruskontamination, Permissivität 
verschiedener Zelllinien und Transgenexpression untersucht.  
 
4.3.1 Beurteilung von Verpackungseffizienz und Helfervirus-Kontamination   
       nach Verpackung mit Helfervirus 
 
Nach Verpackung von Amplicon-Plasmiden mit den drei verschiedenen 
Packsystemen unter den jeweils optimalen Bedingungen stellte sich heraus, dass 
nach Verpackung mit HSV-1 LaL die besten Amplicon-Titer erreicht wurden (~1x106 
tu/ml), gefolgt von der Verpackung mit HSV-1 BAC (~1x105 tu/ml). Leider gelang es 
mit Hilfe von HSV-1 LaLDJ nicht eine gereinigte Amplicon-Lösung zu erhalten, da 
schon nach Transfektion des Amplicon-Plasmides und Überinfektion mit dem 
Helfervirus keine ausreichende Menge eines Helfervirus/Amplicon-Gemisches zur 
Aufbereitung gewonnen werden konnte. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu 
den Untersuchungen von Zaupa et al. (2003), die unter gleichen Bedingungen mit 
Hilfe von HSV-1 LaLDJ Amplicontiter von ~1x108 tu/ml erreichten.    
 
Für die schlechte Verpackungseffizienz der Amplicon-Plasmide mit HSV-1 LaLDJ 
spielen möglicherweise folgende Faktoren eine Rolle: (i) eine unzureichende ICP4- 
Expression der zur Verpackung benötigten BHK-CINA6-Zellen, (ii) Verwendung einer 
Virusstammlösung mit einem hohen Anteil an defekten, interferierenden Partikeln 
(DIs), (iii) Verwendung zu lange passagierter Zellen und (iv) Einsatz einer zu 
geringen Virusmenge durch einen falsch bestimmten Virustiter. 
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Es wäre denkbar, dass die ICP4-Expression der BHK-CINA6-Zellen nicht ausreicht, 
um eine effektive Replikation und damit Verpackung der Amplicon-Plasmide zu 
gewährleisten. Dieser Vermutung steht allerdings entgegen, dass nach Infektion von 
BHK-CINA6-Zellen mit HSV-1 LaLDJ zur Gewinnung einer Virusstammlösung gute 
Titer zwischen 106 und 108 pfu/ml erhalten wurden. Erstaunlicherweise ließ sich 
der Titer der Virusstammlösung nicht mit BHK-CINA6-Zellen direkt bestimmen, 
sondern nur mit  E5-Zellen, einer anderen ICP4-exprimierenden Zelllinie. Dies lässt 
den Rückschluss zu, dass die ICP4-Menge in den BHK-CINA6-Zellen im Vergleich zu 
den E5-Zellen nicht ausreichend hoch war, unter Umständen auch für die 
Verpackung von Amplicons zu gering. Daraus könnte sich aber auch für die 
Virustitration das Problem ergeben, dass eine korrekte Quantifizierung der 
Virusstammlösung nicht möglich war. Gegebenenfalls überstieg der berechnete 
Titer den realen Titer mit der Konsequenz, dass eine zu geringe Menge an 
Helfervirus für die Verpackung eingesetzt wurde. 
 
Einen weiteren Unsicherheitsfaktor stellt die Gewinnung des Helfervirus selbst dar. 
Eventuell wurde bei der Herstellung einer neuen Virusstammlösung eine zu hohe 
MOI verwendet, wodurch viele defekte, interferierende Partikel (DI) entstehen 
können (Geller et al., 1990; Wu et al., 1995). Diese DIs inhibieren aufgrund ihrer 
repetitiv strukturierten Genome die Replikation des Helfervirus und 
beeinträchtigen somit deren Verpackungspotential.  
 
Beim HSV-1 LaL-System sind keine, der ICP4-Problematik von HSV-1 LaLDJ 
vergleichbaren Probleme aufgetreten. HSV-1 LaL repliziert auf jeder permissiven 
Zelllinie und kann lediglich durch die vorliegende, gefloxte a-Sequenz in Cre-
Rekombinase exprimierenden Zellen ausgeschaltet werden. Die nicht vollständige 
Entfernung der a-Sequenz war wohl einer der Gründe dafür, dass es nicht gelang 
die HSV-1 LaL Resthelfervirus-Kontamination unter ~1% zu senken.  
 
Betrachtet man den theoretischen Ansatz und die Sicherheit der resultierenden 
Vektoren, so ist das HSV-1 LaLDJ-System besser. Bezüglich der Verpackungs-
Effizienz ist das HSV-1 LaL-System deutlich überlegen. Die Schwäche beider 
Systeme liegt im relativ großen Anteil herpesviraler Sequenzen, die noch mit dem 
Helfervirus rekombinieren können (a-Sequenz, oriS, b’a-b’, ICP47-Promotor, 
Enhancer). Ebenso könnte HSV-1 LaLDJ mit dem ICP4-Gen der Helferzelllinie 
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rekombinieren. Das Ergebnis wären replikationsfähige Revertanten. Die 
Wahrscheinlichkeit eines ICP4-Rekombinationsereignisses wurde allerdings durch 
Verwendung nicht herpesviraler, das ICP4-Gen flankierende Sequenzen, minimiert 
(Zaupa et al., 2003). Trotz aller Sicherungsmaßnahmen können nach Infektion von 
BHK21-Zellen mit HSV-1 LaLDJ durchaus Viren entstehen (~102-103 pfu/ml) (Zaupa 
et al., 2003). Die Gefahr einer Kontamination von Vektor mit Helfervirus liegt in 
vivo unter anderem in toxischen Reaktionen auf virale Proteine selbst begründet 
(Olschowka et al., 2003). Ferner zeigten Untersuchungen von Wu et al. (1995), dass 
in vitro der Helfer unter nicht selektiven Bedingungen im Vergleich zum Amplicon 
bevorzugt repliziert, so dass sich das Amplicon-Helfervirus-Verhältnis zu Ungunsten 
der Amplicon-Vektoren verschieben würde. Dies bestätigen auch die 
Untersuchungen von Geller et al. (1990) und Ho et al. (1993), wonach das 
mehrmalige Passagieren eines Amplicon-Helfer-Gemisches zu einer Abnahme an 
Amplicon-Vektor und einer Zunahme an Helfervirus führt. 
 
Die Verbesserung der Verpackungseffizienz beider Systeme könnte durch folgende 
Maßnahmen erreicht werden: (i) Gewinnung der Virusstammlösungen nach Infektion 
mit einer niedrigen MOI (~0,1-0,2), (ii) Expressionskontrolle von ICP4- und Cre-
Rekombinase in den entsprechenden Zelllinien, zum Beispiel mittels Immunoblot 
und (i) Verwendung möglichst frischer Zellen mit geringer Anzahl an Passagen. Wu 
et al. (1995) stellten ferner fest, dass eine Überinfektion 48 oder 72 Stunden nach 
Transfektion, im Vergleich zur Überinfektion nach 24 Stunden in einer fünf-
zehnfach erhöhten Amplicon-Ausbeute resultiert.  
 
4.3.2 Beurteilung von Verpackungseffizienz und Helfervirus-Kontamination  
        nach Verpackung mit HSV-1 BAC 
 
Wie schon zuvor erwähnt ergab sich nach Verpackung mit dem Bakteriellen 
Artifiziellen Chromosom von HSV-1 (HSV-1 BAC) ein Amplicon-Titer von ~1x105 
tu/ml ohne dass im Plaque-Assay eine Helfervirus-Kontamination festgestellt 
werden konnte. Bezüglich der Helfervirus-Kontamination und auch des Amplicon-
Helfervirus-Verhältnisses war die Verpackung mit HSV-1 BAC damit der Verpackung 
durch Helferviren überlegen.  
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Nachteile des BAC-Systems liegen aber eindeutig in der niedrigen Effizienz der 
Verpackung und darin, dass die Bestimmung des Amplicon-Titers nur auf G.16.9-
Zellen durchgeführt werden kann. Außerdem werden zur Einschleusung der sehr 
großen BAC-DNA (178 kbp) in die Zelle teure Transfektionsreagenzien wie zum 
Beispiel Lipofectamin® und PLUS-Reagenz® benötigt. Auch die Gewinnung der BAC-
DNA selbst ist mit größerem Arbeitsaufwand und geringer Ausbeute verbunden, da 
nur 1-2 Kopien pro Zelle vorliegen. Ferner stellte sich heraus, dass mittels „Nucleo 
Bond® BAC-Maxi Kit“ gewonnene DNA nur begrenzt gelagert werden kann. 
Verwendet man mehrere Monate alte, kühl gelagerte BAC-DNA zur Transfektion, 
findet nur noch eine geringe Verpackung der Amplicon-Plasmide statt. Da die 
mittels „Nucleo Bond® BAC-Maxi Kit“ gewonnene BAC-DNA nicht völlig proteinfrei 
ist, kann es zur Aggregation der BAC-DNA kommen. Saeki et al. (2001) erhielt nach 
Verpackung mit CsCl-gereinigter HSV-1 BAC-DNA einen Amplicon-Titer von bis zu 
107 tu/ml. Unter Umständen ist die, gemäß dem Protokoll von Saeki et al. (2001) 
gewonnene BAC-DNA qualitativ besser, das heißt sauberer und intakter. 
Möglicherweise können damit auch leichter größere Mengen an Amplicons erhalten 
werden. 
 
Ein Vorteil der Verpackung mit HSV-1 BAC ist, dass im Gegensatz zur Verpackung 
mit Helfervirus nur ein einziger Arbeitsschritt, der der Transfektion benötigt wird. 
Der breite Einsatz „helferfreier“, das heißt mittels BAC-Verpackung gewonnener 
Amplicon-Vektoren zeigt deutlich, dass der Vorteil „helferfreie“ Amplicons zu 
produzieren die etwas geringere Verpackungseffizienz aufwiegt (Tolba et al., 2001; 
Hocknell et al., 2002; Cortés et al., 2003; Kubo et al., 2003). Die Amplicon-
Ausbeute kann wahrscheinlich durch Optimierung des Verpackungsprozesses,  
verbessert werden; eine Kontamination mit Helferviren ist dagegen für eine in vivo 
Applikation bei Vakzinierungen und in der Gentherapie indiskutabel.  
 
Die Steigerung der Verpackungseffizienz könnte durch (i) Kotransfektion VP16 und 
vhs-Protein kodierender Plasmide (Bowers et al., 2001), (ii) Hinzufügen nicht-
infektiöser, HSV-artiger Partikel wie L-Partikel oder PREPs (Sun et al., 1999)  und 
(iii) die Zugabe von N,N-Hexamethylenbisacetamid zum Medium (McFarlane et al., 
1992) erreicht werden. Auf die Rolle von VP16 und vhs bei BAC-verpackten 
Amplicon-Plasmiden wird unter 4.3.4 noch genauer eingegangen. 
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4.3.3 L1-VLPs als Marker für die Transgenexpression von HSV-1 Amplicon- 
        Vektoren  
 
Da nach Verpackung mit HSV-1 LaLDJ keine Amplicons erhalten wurden, konnte die 
vergleichende Untersuchung der Transgenexpression nur mit den nach Verpackung 
mit HSV-1 LaL (pAL1LaL) und HSV-1 BAC (pAL1BAC) gewonnenen Amplicons 
durchgeführt werden. Neben der reinen Expression des Transgens war es sehr 
reizvoll einen Schritt weiterzugehen und eine denkbare Anwendung für Amplicon-
Vektoren zu prüfen. Zu diesem Zwecke wurde das HPV-16-L1 Protein ausgewählt. 
Wie bereits unter 1.4.3 erläutert bildet L1 nach Expression in vitro VLPs (Zhou et 
al., 1991b; Kirnbauer et al., 1992; Müller et al., 1997). Die Produktion von HPV-16-
L1-VLPs mit Hilfe eines rekombinanten viralen Systems wurde bereits von Heino et 
al. (1995) dokumentiert. Nach Infektion könnten Amplicon-Vektoren somit der 
Produktion von L1-VLPs in vitro und der Induktion einer L1-VLP gerichteten 
Immunantwort in vivo dienen. Voraussetzungen dafür wären (i) eine ausreichende 
Transgenexpression und darauf aufbauend (ii) die effiziente Bildung intakter L1-
VLPs. Um dies zu untersuchen wurden, wie unter 3.4 beschrieben, die für das 
jeweilige Amplicon am besten permissiven Zelllinien mit pAL1LaL und pAL1BAC mit 
gleicher MOI infiziert und die Expression und VLP-Produktion untersucht. 
 
Wie unter 3.4.1 beschrieben konnten im ersten Teil der Versuchsreihen selbst bei 
starker L1-Expression der pAL1LaL infizierten Zellen keine intakten VLPs 
nachgewiesen werden. Die pAL1BAC infizierten Zellen exprimierten so schwach, 
dass auch keine VLPs zu erwarten waren. Wie sich herausstellte waren die 
angewandten Aufschluss-Verfahren zu destruktiv, so dass die VLPs zerstört wurden. 
Möglicherweise hatte aber auch ein Mangel an bivalenten Kationen sowie eine zu 
geringe Ionenstärke des Puffers und der Rohrzuckerlösung des Gradienten die VLPs 
destabilisiert (Brady et al., 1977; Salunke et al., 1986). Die Rolle der bivalenten 
Kationen, insbesondere der Calcium-Ionen für die Stabilität von L1-VLPs ist nicht 
ganz eindeutig.  McCarthy et al. (1998) konnten zum Beispiel nicht bestätigen, dass 
ein Mangel an Calcium-Ionen zu einer Destabilisierung der VLPs führte. Trotzdem 
wurde in der folgenden, nur noch mit pAL1LaL-Amplicons durchgeführten 
Versuchsreihe, 1,5 mM MgCl2 zum VLP-Puffer und der Rohrzucker-Lösung zugesetzt. 
Außerdem kamen schonendere Aufschlussverfahren zur Anwendung (3.4.2). Im 
direkten Vergleich wurden Expression und VLP-Produktion in pAL1LaL-infizierten 
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und pAL1-transfizierten Zellen mittels Western-Blot-Analyse, Antigen-Capture-
ELISA und Elektronenmikroskopie beurteilt. Die Ergebnisse des ELISAs (Abb. 3.4-3) 
ließen vermuten, dass in transfizierten und infizierten Zellen, sowie nach 
Verwendung aller drei Aufschlussverfahren, (i) Frieren und Tauen, (ii) Ultraschall 
(US)-Behandlung mit dem Mikrotip und (iii) US-Behandlung im Eiswasserbad, VLPs 
erhalten wurden. Die anschließende, elektronenmikroskopische Untersuchung 
bestätigte dies leider nicht. Ebenso blieb der erhoffte Effekt nun Amplicons in 
großen Mengen zu produzieren aus. Interessanterweise konnten nämlich nur nach 
Aufschluss im US-Eiswasserbad VLPs nachgewiesen werden. Dies demonstrierte, 
dass der endgültige Nachweis intakter VLPs nur mit Hilfe elektronen-
mikroskopischer Aufnahmen erbracht werden kann. Die falsch positiven Peaks im 
ELISA sind eventuell auf Agglomerate von L1-Kapsomeren und Intermediaten 
zurückzuführen, welche die annähernd gleiche Dichte wie die intakten L1-VLPs 
aufweisen.  
 
Aber warum werden nur nach Aufschluss im US-Eiswasserbad intakte VLPs erhalten? 
Im Grunde liegt es an der eingesetzten Energie. Ist diese zu hoch wird nicht nur die 
Zellmembran, sondern auch die VLPs und sonstige Proteine zerstört, wie beim 
Aufschluss mit dem US-Mikrotip. Ist die Energie wie beim Frieren und Tauen zu 
niedrig, ist der Zellaufschluss ineffektiv und es geht zuviel Proteinmaterial mit dem 
Zellpellet verloren. Jung & Müller (DKFZ Heidelberg, unveröffentlichte Daten) 
beobachteten ebenfalls, dass nach zu langer Ultraschallbehandlung der Anteil 
intakter VLPs rasant sank. Die aus infizierten Zellen nach Aufschluss im US-
Eiswasserbad gewonnen Proben zeigten im ELISA eine stärkere Absorption, als die 
aus transfizierten Zellen. Die Western-Blot-Analyse (Abb. 3.4-5) wies aber eine 
vergleichbare Protein-Expression auf. Wahrscheinlich liegt es daran, dass die 
vorgeschädigte Membran der infizierten Zellen auf diese Art und Weise leichter 
aufgebrochen werden kann. Ist die Membran dagegen wie bei den transfizierten 
Zellen intakt, wird mehr Energie zum Aufschluss benötigt. Auch diese Beobachtung 
gibt einen Hinweis darauf, dass die Zellaufschlussverfahren zur Gewinnung von L1-
VLPs von entscheidender Bedeutung sind. 
 
Zur Verbesserung der Produktion von L1-VLPs in vitro müssten genaue 
Untersuchungen bezüglich der VLP-Ausbeute unter verschiedenen 
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Aufschlussbedingungen durchgeführt werden. Auch wäre (i) eine genaue Einstellung 
der Puffer bezüglich pH-Wert, (ii) eine ausreichend hohe Ionenstärke (zum Beispiel 
2 M Ammoniumsulfat), (iii) die Rolle bivalenter Kationen wie Ca2+ oder Mg2+-Ionen 
sowie  (iv) die Reduktion der nach Aufarbeitung im Pellet verbleibenden VLPs 
erforderlich (McCarthy et al., 1998). Ferner könnte eine elektronenmikroskopische 
Dünnschicht-Aufnahme der VLP-produzierenden Zellen einen Hinweis darauf geben, 
ob und in welcher Menge VLPs in der Zelle vorliegen. Sollte dies gegeben sein, wäre 
eine in vivo Applikation helferfreier pAL1LaL-Amplicons denkbar, die nach Infektion 
der Zelle die Formation von VLPs und letztendlich eine Immunantwort gegen HPV-
16 induzieren würden.      
   
4.3.4 Unterschiedliche Infektiosität der Amplicons nach Verpackung mit 
        verschiedenen Systemen  
 
Im Rahmen der Expressionsstudien mit verpackten Amplicons (siehe auch 3.4) 
stellte sich heraus, dass bei Verwendung theoretisch identischer Amplicons mit 
gleichem Transgen (pAL1LaL, pAL1BAC), welche aber mit unterschiedlichen 
Systemen verpackt wurden, sich bei gleicher MOI ein sehr unterschiedliches 
Resultat bezüglich der Zahl infizierter Zellen sowie der Transgenexpression ergab. 
Dies würde bedeuten, dass die Infektion von Zellen mit pAL1LaL und parallel dazu 
mit pAL1BAC unter gleichen Bedingungen und mit der gleichen MOI zu einem sehr 
unterschiedlichen Expressionsprofil führen würde. Zur näheren Betrachtung dieses 
unerwarteten Ergebnisses wurde die Permissivität verschiedener Zelllinien für 
paL1BAC und pAL1LaL sowie die MOI-Abhängigkeit der Expression untersucht. 
Verblüffend war, dass alle verwendeten Zelllinien (BHK21, Vero 2-2, L929 und 
G16.9) sehr gut mit pAL1LaL, aber mit Ausnahme der G16.9-Zellen nicht mit 
pAL1BAC infizierbar waren. Ein Grund dafür könnten die verschiedenen zur 
Verpackung mit HSV-1 LaL und HSV-1 BAC eingesetzten Zelllinien sein.  Denn jedes 
Amplicon trägt, ebenso wie das Wildtyp-Virus, in seiner Hülle und vor allem auf der 
Virusoberfläche neben viralen auch zelluläre Proteine. Demzufolge könnten 
verschiedene Oberflächenstrukturen vorliegen, die für die unterschiedliche 
Infektiosität verantwortlich sein könnten. Allerdings ist dies sehr unwahrscheinlich, 
da nach Verpackung des pAL1-Plasmides mit HSV-1 LaL (Daten nicht gezeigt) auf 
der zur Verpackung mit HSV-1 BAC benutzten Vero 2-2 Zelllinie, die generierten 
Amplicons ebenso infektiös wie die standardmäßig produzierten Amplicons waren.  
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Möglicherweise liegt der Grund für das unterschiedliche Verhalten scheinbar 
identischer Amplicons in der „helferfreien“ Natur der pAL1BAC-Amplicons 
begründet. Die mittels HSV-1 LaL verpackten Amplicons sind stets mit Helferviren 
kontaminiert, wodurch virale Proteine in trans zur Verfügung gestellt werden. So 
auch das vhs-Protein und VP16, welche die Expression viraler Proteine unterstützen 
(zur Funktion von vhs siehe auch 1.3.3). Wie die Arbeit von Bowers et al. (2001) 
zeigte, führt die in in trans-Supplementierung mit vhs und VP16 zu einer erhöhten 
Ausbeute an BAC-verpackten Amplicons. Bringt man diese Fakten mit der 
Verpackung durch HSV-1 BAC in Zusammenhang, wäre es denkbar, dass die Zellen 
infiziert sind, aber durch das Fehlen essentieller viraler Faktoren wie vhs und VP16 
keine, oder nur eine ganz schwache, nicht detektierbare  Expression zeigen. Diese 
These wird durch zwei Beobachtungen unterstützt: (i) nach Infektion der VP16-
exprimierenden G16.9-Zellen konnte eine deutliche Verstärkung der Expression 
beobachtet werden und (ii) Olschowka et al. (2003) stellten ebenfalls fest, dass 
unter vergleichbaren Versuchsbedingungen nach Infektion mit „helferfreien“ 
Amplicons eine deutlich schlechtere Transgenexpression als nach Infektion mit 
kontaminierten Amplicons zu beobachten war.  
 
Einen direkten Hinweis für obige These wurde durch Versuche erhalten die zeigten, 
dass durch Steigerung der MOI eine erhöhte Transgenexpression erreicht werden 
kann (siehe auch 3.5.3). Dies war sowohl für pAL1LaL als auch für pAL1BAC 
möglich. Nach Erhöhung der MOI von 0,1 auf 1 zeigten auch pAL1BAC-infizierte 
Zellen eine sichtbare Expression. Zuvor war es bei einer MOI von 0,1 nur auf den 
VP16-exprimierenden G16.9 Zellen überhaupt möglich eine pAL1BAC induzierte 
Expression nachzuweisen. Diese Resultate untermauern zusätzlich die Vermutung, 
dass die im Amplicon vorhandene Menge regulatorischer, viraler Proteine nicht 
ausreicht um eine effektive Transgenexpression zu gewährleisten. 
 
Um Licht in die genauen Mechanismen der Abhängigkeit der Infektiosität und 
Transgenexpression der Amplicons vom Verpackungsprozess zu bringen, wären 
folgende Maßnahmen sinnvoll: (i) genauere Untersuchungen zur Zusammensetzung 
der Proteine der Ampliconhülle nach Verpackung mit HSV-1 BAC und HSV-1 LaL und 
(ii) Verpackung von Amplicon-Plasmiden mit vhs- und VP16 negativen 
Virusrekombinanten. Bei letzterem könnten VP16 und vhs während der Verpackung 
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analog dem BAC-System supplementiert werden; die kontaminierenden Helferviren 
würden dann im Tegument zwar immer noch vhs und VP16 enthalten und mit in die 
Zelle bringen, aber es fände keine Neusynthese statt. Dadurch wäre es zumindest 
annähernd möglich eine Infektion mit BAC-verpackten Amplicons nachzuvollziehen 































Der Vergleich der bisher bekannten Verpackungssysteme für HSV-1 Amplicons 
ermöglicht die Beurteilung, vor allem aber auch deren Verbesserung bezüglich 
Verpackungseffizienz, Helfervirus-Kontamination und Transgenexpression. Die 
Etablierung neuer HSV/HPV-Hybrid-Vektoren ist ein alternativer Weg zur Nutzung 
herpesviraler Amplicons, die über die klassische Anwendung hinausgeht. Um die 
einzelnen Systeme verbessern und alternative Hybrid-Vektoren weiterentwickeln zu 
können  müssen folgende Fragen noch beantwortet werden: 
· Durch welche weiteren Veränderungen der HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ-        
Helferviren sowie des Verpackungsprozesses kann die Kontamination der 
Amplicons soweit reduziert werden, dass sie bei der gentherapeutischen 
Anwendung kein Problem mehr darstellt? 
· Welche Probleme stecken hinter dem Scheitern der Verpackung mit HSV-1 
LaLDJ und wie können sie gelöst werden?  
· Wie kann die Effizienz der Verpackung mit HSV-1 BAC gesteigert werden und 
wie sieht die Optimierung des Verpackungsprozesses im Hinblick auf eine 
Produktion von Amplicons im größeren Maßstab aus? 
· Inwieweit unterscheiden sich die, theoretisch identischen Amplicons nach 
Verpackung mit HSV-1 BAC und mit Helferviren, und welche Mechanismen 
liegen dem unterschiedlichen Transduktionsverhalten in vitro zugrunde? 
· Wie stark und welcher Natur ist die Immunantwort nach Immunisierung mit 
den verschiedenen Amplicons in vivo, vor allem im Vergleich zur nackten 
DNA, und spielt die Art und Weise der Ampliconproduktion hier eine Rolle? 
· Führt der Einsatz der Hybrid-Vektoren im Vergleich zu anderen, etablierten 
Immunisierungstechniken wirklich zu einer verstärkten Immunität?  
 
Zur Beantwortung dieser Fragen sollten folgende Experimente durchgeführt 
werden: 
· Die Versuchsbedingungen bei der Verpackung mit HSV-1 LaL und HSV-1 LaLDJ 
sollten durch genaue Überwachung und gegebenenfalls Modifikation der 
Bedingungen wie zum Beispiel, stets Verwendung von Zellen mit niedriger 
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Passagenzahl, Expressionskontrolle der Helferzelllinien usw. optimiert und 
standardisiert werden; ferner wäre die Konstruktion weiterer Deletions-
mutanten und die weitere Entwicklung von Trennungsverfahren für 
Amplicons und Helferviren  denkbar. 
· Eine Steigerung der Verpackungseffizienz von HSV-1 BAC könnte durch 
Supplementierung mit vhs- und VP16-Protein in trans, sowie der Erprobung 
alternativer, kostengünstigerer Transformationstechniken wie zum Beispiel 
der Elektroporation erreicht werden. 
· Die Plaque-Reinigung von mit Helfervirus kontaminierten Amplicons mit Hilfe 
des vom Amplicon kodierten GFPs und die vergleichende Analyse von BAC-
verpackten und Helfervirus-verpackten Amplicons mittels SDS-PAGE, 
Western-Blot oder durch Immunopräzipitation. 
· Immunisierung von Mäusen mit den verschiedenen Amplicons aus den 
unterschiedlichen Verpackungsprozessen und Beurteilung der Immunantwort 
sowie Vergleich mit der DNA-Vakzinierung.  
· Immunisierung von Mäusen mit HSV/HPV-Amplicon-Hybridvektoren und 
Vergleich der Immunantwort mit der, durch etablierte Verfahren wie zum 















Die herpesviralen Amplicon-Vektoren sind aufgrund ihres breiten Wirtsspektrums, 
ihrer hohen Transgenkapazität, der hohen Toleranz des natürlichen Wirtes Mensch 
und der möglichen Anwendung im Zentralen Nervensystem vielversprechende 
Kandidaten für die Gentherapie. Der Amplicon-Vektor wird durch Verpackung von 
Transgen-enthaltenden Amplicon-Plasmiden in eine HSV-1 Virushülle erhalten. 
Bisher sind im wesentlichen zwei Verpackungssysteme bekannt, welche die 
benötigten Helferfunktionen in trans liefern: (i) die auf den Helferviren HSV-1 LaL 
und HSV-1 LaLDJ basierenden Systeme und (ii) das HSV-1 Bakterielle Artifizielle 
Chromosom (HSV-1 BAC). Zur Beurteilung und Verbesserung dieser bisher 
bekannten Verpackungsmöglichkeiten wurde eine vergleichende Analyse der zwei 
Systeme vorgenommen. Ferner wurden durch die Konstruktion von HSV/HPV-
Amplicon-Hybridvektoren alternative, vom klassischen Weg abweichende 
Anwendungsmöglichkeiten für Amplicons aufgezeigt. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die L1-und E7-Gene des Humanen Papillom Virus 
16 (HPV-16) als Transgene verwendet und mit Hilfe von Amplicons erfolgreich 
exprimiert. Alle verwendeten Transgene sind mögliche Kandidaten zur 
Immunisierung gegen das HPV-16, welches als ein wichtiger Faktor in der 
Entwicklung des Gebärmutterhalskrebses angesehen wird. Anhand des 
Modellantigens L1 von HPV-16 wurden Verpackungseffizienz, Helfervirus-
Kontamination und Transgenexpression nach Verpackung mit den Helferviren HSV-1 
LaL und HSV-1 LaLDJ sowie mit HSV-1 BAC beurteilt. 
 
Das HSV-1 LaL System lieferte die größte Menge an verpackten Amplicons (~106 
tu/ml), wies aber auch mit ~1% die höchste Helfervirus-Kontamination auf. Die 
Verpackung mit HSV-1 LaLDJ gelang wahrscheinlich aufgrund suboptimaler 
Verpackungsbedingungen nicht. Nach Verpackung mit HSV-1 BAC wurden 
sogenannte „helferfreie“ Amplicons gewonnen, die keine Helfervirus-
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Kontamination zeigten. Allerdings lag die Effizienz der Verpackung mit ~105 tu/ml 
etwas niedriger.  
Zur Beurteilung der Transgenexpression von L1 wurden identische Amplicon-
Plasmide mit HSV-1 LaL und HSV-1 BAC verpackt, Zellen mit den erhaltenen 
Amplicons (pAL1LaL und pAL1BAC) infiziert und anschließend die L1-Expression 
geprüft. Unter gleichen Bedingungen wurde nach Infektion mit pAL1LaL eine 
wesentlich stärkere L1-Expression als nach Infektion mit pAL1BAC detektiert. Dies 
ist möglicherweise auf die transaktivierende Wirkung viraler Proteine 
zurückzuführen, die von dem kontaminierenden HSV-1 LaL Helfervirus ausgehend 
stets exprimiert werden. Da diese zusätzliche Transaktivator-Funktion den mit HSV-
1 BAC verpackten, helferfreien Amplicons fehlt, liegt die Vermutung nahe, dass die 
wesentlich schlechtere Expression darauf zurückzuführen sein könnte. Für die aus 
beiden Verpackungssystemen erhaltenen Amplicons gilt, dass die Expression des 
Transgens MOI-abhängig ist. Parallel laufende Versuche, in denen mit Hilfe von 
Amplicons L1-VLPs produziert wurden, spiegelten die gerade erläuterten Ergebnisse 
auf anderer Ebene wieder.  
 
Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der Gestaltung alternativer HSV/HPV-
Hybrid-Amplicon-Vektoren. Dazu wurden die herpesviralen Proteine VP22 und das 
Oberflächenprotein Glykoprotein C (gC) erfolgreich mit dem E7-Protein aus HPV-16 
fusioniert. Zweck der Fusion war, die Immunogenität des E7-Proteins zu verstärken. 
Durch die Fusion von E7 mit VP22 sollte die interzelluläre Transportfunktion des 
VP22-Proteins genutzt werden, um E7 auch in benachbarte Zellen zu bringen und 
damit in vivo eine verstärkte Immunreaktion zu induzieren. Leider konnte kein 
interzellulärer Transport des Fusionsproteins nachgewiesen werden. Die Fusion von 
E7 mit gC führte zur gewünschten Präsentation von E7 auf der Oberfläche des 
Amplicons, die bei Anwendung in vivo ebenfalls zu einer verstärkten 
Immunreaktion beitragen soll.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit können zu einer Verbesserung der bestehenden 
Verpackungssysteme für Amplicons beitragen und damit der Anwendung von 
Amplicon-Vektoren in der Gentherapie den Weg ebnen helfen. Die Gestaltung von 
HSV/HPV-Hybridvektoren zeigt ferner alternative Einsatzmöglichkeiten auf, die auf 
andere Anwendungen übertragbar sind.    
 




Amplicon-vectors are promising candidates for gene therapy issues, because they 
offer (i) an enormous transgene capacity up to 152 kbp, (ii) a broad tropism and 
(iii) they are well tolerated by the human host.   
HSV-1 amplicon vectors consist of the amplicon plasmid, carrying the gene of 
interest packaged into a HSV-1 virion. The amplicon plasmid is a bacterial derived 
plasmid containing sequences for the propagation in bacteria, the transgene and 
two cis-acting HSV-1 sequences: (i) oriS, a viral origin of DNA replication, and (ii) 
the a-sequence that is necessary for packaging into virions.  
For the encapsidation of the amplicon plasmid, two viral helper systems (i) the 
viral “helper” recombinants HSV-1 LaL and HSV-1 LaLDJ and (ii) an HSV-1 Bacterial 
Artificial Chromosome (HSV-1 BAC) were used. An optimal packaging system should 
offer high amplicon titers and low contamination with helper virus. 
The L1 and E7-proteins of the human papillomavirus-16 (HPV-16), a well known 
high risk factor for the development of cervical cancer, were used as model-
antigens. L1 and E7, as well as fusions and modifications of both were successfully 
expressed with the help of amplicon vectors.  
In the present work two different packaging systems were tested regarding the 
amplicon titers, the load of helper and the expression of a transgene, in this case 
L1, the major capsid protein of HPV16.  
Considering the packaging efficiency, the HSV1-LaL system was the most effective, 
but also the one with the highest helper virus contamination. HSV-1LaLDJ proved to 
be pretty ineffective because no amplicons could be produced using this virus-
recombinant. The HSV-1-BAC system showed no detectable helper contamination 
and the titer was found to be acceptable. Regarding the transgene expression, the 
contaminated pAL1LaL amplicons were significantly more effective than the ones 
packaged with BAC using the same MOI for infection. One possible explanation 
could be a supporting function of the present helper viruses considering replication 
and packaging.  
Another main topic of this work was the development of HSV/HPV-hybrid vectors, 
in order to improve the immune response to E7 compared to already established 
systems. For this end the herpesviral tegument protein VP22 and the HSV-1 
envelope glycoprotein C (gC) were fused to the HPV-16 E7-protein. Detailed 
analysis of the generated amplicons proved the correct integration of the fusion 
proteins into the amplicon vector. 
Taken together, the results of the present work could help optimising the 
packaging processes of amplicon vectors towards the use in gene therapy. The 
design and development of HSV/HPV-hybrid-vectors are suited for specific 
modifications of tropism and protein targeting. 
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BAC Bacterial Artificial Chromosome  
 (Bakterielles Artifizielles Chromosom) 
BE blunt end (glattes Ende) 
bp basepair (Basenpaar) 
bzw. beziehungsweise 
°C Grad Celsius 
BSA bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 
CsCl Cäsiumchlorid 
CTL Cytotoxic T-Lymphocyte (Zytotoxische T-Zelle) 
D Delta 
DC dendritic cell (dendritische Zelle) 
DEAE Diethylaminoethyl 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure  
DNase Desoxyribonuklease 
dNTPs Desoxyribonukleotidtriphosphate (A, T, G, C) 
dsDNA dopplesträngige DNA 
EGFP enhanced green fluorescent protein 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
et. al und andere 
Fa. Firma 
FCS fetal calf serum (fötales Kälberserum) 
gC Glykoprotein C 
GFP green fluorescent protein 
h Stunde 
HPV-16 Humanes Papillomvirus-16 
HSV Herpes simplex-Virus 
ICP infected cell protein; Protein der infizierten Zelle 
IRES internal ribosomal entry site (interne Ribosomen  





MCS Multiple Cloning Site (Multiple Klonierungsstelle) 
MG Molekulargewicht 
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MOI Multiplicity of Infection (Multiplizität der Infektion) 
mRNA messenger-RNA (Boten-RNA)  
NLS nuclear localisation signal (Kernlokalisierungssignal) 
od. oder 
ORI        origin of replication (Replikationsstart der DNA)  
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
pfu/ml plaque forming unit (Plaque-bildende Einheit/ml) 
p.I.  post infectionem (nach Infektion) 
POX Peroxidase 
p.T. post tranfectionem (nach Transfektion) 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuclease 
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT Raumtemperatur  
ssDNA einzelsträngige DNA 
s Sekunde 
Tab. Tabelle 
TCR T-Cell-Receptor (T-Zell-Rezeptor) 
theoret. theoretisch 
tRNA Transfer-RNA 
tu/ml transducing unit/ml (transduzierende Einheit/ml) 




vhs viral host shutoff  
VLP Virus like particle  
WB Western-Blot 
wt  wild-type (Wildtyp) 
x mal, -fach 
z.B. zum Beispiel 
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7.2 Vergleich der HPV-16 E7 Standardsequenz und der   
       humanisierten Sequenz für das synthetische N-terminale  
       60mer Peptid (E7hu60) 
         
 
 
        1                                                   50 
e7.seq  ~~~~~~~~~~ ~~GCTAGCAT GCATGGAGAT ACACCTACAT TGCATGAATA 
e7_hu   AAGGGATCCG GCGCCAGCAT GCATGGCGAT ACCCCTACAC TGCACGAATA 
 
                           M   H  G  D   T  P  T  L   H  E  Y 
 
        51                                                 100 
e7.seq  TATGTTAGAT TTGCAACCAG AGACAACTGA TCTCTACTGT TATGAGCAAT 
e7_hu   CATGCTCGAT CTGCAGCCCG AGACGACCGA CCTCTACTGC TATGAGCAGC 
 
         M  L  D   L  Q  P  E   T  T  D   L  Y  C   Y  E  Q  L 
 
        101                                                150 
e7.seq  TAAATGACAG CTCAGAGGAG GAGGATGAAA TAGATGGTCC AGCTGGACAA 
e7_hu   TGAACGACAG CTCCGAGGAG GAGGACGAAA TCGATGGCCC CGCTGGCCAA 
 
          N  D  S   S  E  E   E  D  E  I   D  G  P   A  G  Q 
 
        151                                                200 
e7.seq  GCAGAACCGG ACAGAGCCCA TTACAATATT GTAACCTTTT GTTGCAA~~~ 
e7_hu   GCAGAACCGG ACAGGGCCCA CTACAACATT GTGACCTTTT GTTGCAAGGA 
 
        A  E  P  D   R  A  H   Y  N  I   V  T  F  C   C  K  D 
 
        201                                                250 
e7_hu   TATCCTGGTC CCTAGGGGCT CCGAAGAGGG CGGAGGGGAG CGCGAACCCG 
 
         I  L  V   P  R  G  S   E  E  G   G  G  E   R  E  P  E 
               Thrombin                   HPOL-Epitop 
 
        251                                                 
e7_hu   AGATTCTAGA GTTT 
 
          I  L  E   F 
 
 
Die N-terminalen 60 Aminosäurereste von E7 sind unterstrichen. 
Fusionierte Sequenzen für die Thrombin-Schnittstelle und das HPOL-Epitop sind 
umrahmt. 
Kodon-Veränderungen innerhalb von E7 sind kursiv dargestellt. 
Die Umgebung des Initiationskodon von E7 wurde entsprechend der Kozak-
Konzensussequenz – fett vorgehoben – verändert. 
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Insgesamt wurden innerhalb der DNA-Sequenz des 60mer Peptids und für den 
Kozak-Konsensus 29 Nukleotide mutiert, bzw. 26 Kodons entsprechend der 
durchschnittlichen humanen Kodon-Frequenz umgewandelt. 
 
Tabelle: Veränderte Kodons für das 60mer E7-Peptid (E7hu60). 
 
Kodon-Frequenz Aminosäure Anzahl Kodon 
    HPV-16    Homo sapiens 
Kodon- 
Änderung 
F 1 TTT 36.3 17.0  
S 0 TCC 5.0 17.5  
 1 TCA 14.3 11.7 TCC 
 1 AGC  5.3 19.3  
Y 2 TAT 38.3 12.2 TAC 
 2 TAC 10.9 16.0  
C 1 TGT 31.6  9.9 TGC 
 1 TGT    
 1 TGC 14.5 12.3  
L 2 TTG 19.8  CTG 
 1 TTA 45.6  CTC 
 1 TTA   CTG 
 1 CTC  1.2 19.2  
 0 CTG 13.6 39.7  
P 0 CCC  7.2 20.0  
 1 CCT 17.3 17.3  
 2 CCA 23.5 16.6 CCC 
 1 CCG  3.3  7.0  
H 2 CAT 23.4 10.4 CAC 
 1 CAT    
 0 CAC  6.4 14.8  
Q 2 CAA 26.2 11.9 CAG 
 1 CAA    
 0 CAG 19.2 34.3  
R 1 AGA 18.8 11.4 AGG 
I 1 ATT 26.0 15.9  
 0 ATC  2.2 21.9  
 1 ATA 29.1  7.2 ATC 
M 2 ATG 17.3 22.3  
T 1 ACT 22.1 12.8 ACC 
 1 ACC 11.0 19.5  
 1 ACA 48.0 14.9 ACC 
 1 ACA   ACG 
 1 ACA    
 0 ACG  3.6  6.3  
N 2 AAT 27.3 17.1 AAC 
 0 AAC 14.1 20.0  
K 1 AAG 16.4 32.8  
V 1 GTA 23.7  7.0 GTG 
 0 GTG 15.6 29.0  
A 1 GCT 13.8 18.5  
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 1 GCC  8.5 28.3  
 1 GCA 22.1 15.8  
D 2 GAT 31.2 22.4 GAC 
 3 GAT    
 2 GAC 21.7 26.2  
E 3 GAA 31.9 29.0  
 5 GAG 15.5 40.2  
G 1 GGT 18.2 10.8 GGC 
 0 GGC  6.9 22.9  
 2 GGA 16.5 16.5 GGC 
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